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SIGNIFICATO DELLE ABBREVIAZIONI 
UTILIZZATE 
 
ADV Aleutian disease virus = virus della malattia aleutina 
dei visoni 
AOUP Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana 
BAL Broncolavaggio alveolare 
BPV Bovine parvovirus = parvovirus bovino 
CMV Citomegalovirus 
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FPV Feline parvovirus = Virus della panleucopenia felina 
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BoV Bocavirus umano (HBoV = human bocavirus) 
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IgG Immunoglubuline di tipo G 
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kb Kilobasi 
MDCK Madin-Darby canine kidney= cellule renali di cane 
MPV Mink parvovirus = parvovirus dell’enterite dei visoni 
MPV Metapneumovirus 
MVC Minute virus canine = parvovirus del cane tipo 1 
MVM Minute virus of mice = parvovirus del topo 
nt nucleotidi 
ORF Open reading frame = quadro di lettura aperta 
PCR Polimerase chain reaction = reazione polimerasica 
a catena 
RV Rat virus = parvovirus del ratto 
SARS Severe acute respiratory syndrome coronavirus 
SAV Small anellovirus 
ST1/ST2 Stockolm 1 e 2 = sequenze primi isolati svedesi 
TAC Crisi aplastica transitoria 
TR Terminal region = regioni terminali con sequenze 
palindrome del genoma dei parvovirus 
TTMV Torqueteno mini virus 
TTV Torquetenovirus 
VAA Virus adeno associati 
VRS Virus respiratorio sinciziale 
WRCC Walter Reed Canine cells 
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RIASSUNTO 
 
 
Le infezioni respiratorie provocate da virus sono una delle principali 
cause di malattia nei bambini e, sebbene oggi esistano metodi di 
indagine sensibili per la ricerca di molti agenti virali, molto spesso 
risulta difficile effettuare una diagnosi eziologica certa. Questo fa 
supporre l’esistenza di altri agenti patogeni respiratori ancora 
sconosciuti. Uno di questi agenti è stato scoperto di recente in 
secrezioni nasali di bambini svedesi affetti da malattie delle vie 
respiratorie. Il virus è un nuovo membro della famiglia Parvoviridae e 
il confronto della sua sequenza con quelle degli altri parvovirus ha 
mostrato una elevata omologia con due virus animali classificati nel 
genere Bocavirus: il canine minute virus (parvovirus del cane) e il 
bovine parvovirus (parvovirus bovino). Per questo motivo il virus è 
stato temporaneamente denominato bocavirus umano (BoV). Si 
tratta di un virus diffuso in tutto il mondo e altamente conservato; 
BoV è stato infatti rinvenuto in Australia, America, Asia ed Europa e i 
campioni provenienti da queste regioni geografiche hanno mostrato 
una elevata identità di sequenza. 
Scopo di questa tesi è stato quello di valutare la prevalenza e il 
possibile ruolo eziologico di BoV nella patogenesi di gravi malattie 
respiratorie.  
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Nel nostro lavoro abbiamo esaminato 335 campioni respiratori 
raccolti nell’arco di 7 anni (2000-2006), di cui 200 tamponi nasali di 
bambini ospedalizzati con bronchioliti o broncopolmoniti; 84 tamponi 
nasali o broncolavaggi alveolari di adulti con polmonite, 
broncopolmonite o asma e 51 tamponi nasali di soggetti sani in età 
pediatrica. 
La ricerca del BoV è stata condotta utilizzando una metodica di 
reazione polimerasica a catena che amplifica un frammento della 
regione NS1 del genoma virale. L’amplificato ottenuto è stato poi 
sottoposto a corsa elettroforetica e quindi sequenziato per conferma. 
La sequenza ottenuta è stata quindi confrontata con le sequenze di 
BoV presenti in banca dati.  
I risultati ottenuti hanno dimostrato che : 
? l’infezione da BoV è presente nella nostra area geografica; 
? la frequenza dell’infezione (3,5% circa dei soggetti analizzati) è più 
elevata nei bambini (4,5%) che nei soggetti adulti (1,2%) con 
malattie respiratorie; 
? BoV è presente in bambini con gravi malattie respiratorie spesso 
in associazione con altri virus respiratori, ma può anche essere 
l’unico agente infettante in casi ad eziologia sconosciuta. Ciò 
suggerisce un suo possibile ruolo nell’eziopatogenesi della 
malattia osservata; 
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? il virus non sembra avere stagionalità, distinguendosi così sia dai 
virus respiratori, che hanno un picco di attività in inverno, sia dal 
Parvovirus B19 (finora unico Parvovirus conosciuto come 
patogeno per l’uomo) che ha picchi di incidenza in primavera-
estate; 
? il virus non rimane confinato nel tratto respiratorio, in quanto è 
stato possibile ritrovarlo anche nel sangue e nelle feci. In 
particolare la sua presenza nelle feci di un bambino con diarrea e 
sintomi respiratori, porta a ipotizzare che BoV possa avere un 
qualche ruolo anche in patologie gastrointestinali;  
? l’infezione da BoV non è stata riscontrata in soggetti sani, sebbene 
ulteriori studi sulla reale prevalenza del virus nella popolazione 
generale siano necessari. 
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ABSTRACT 
 
 
Respiratory tract infection is a leading cause of illness in children 
most often due to viral infection even though, in spite of the 
availability of sensitive diagnostic tools, quite often it is not possible 
to find out the responsable etiologic agent. 
This suggests that pathogenic agents could be unknown. One of 
them has been recently detected in nasal samples from Swedish 
children with respiratory disease: this virus is a new member of the 
family Parvoviridae, it is highly homologue to bovine parvovirus and 
canine minute viruses, members of genus Bocavirus, thus 
provisionally called human bocavirus (HBoV). It is widespread once it 
is detectable in Australia, America, Asia and Europe, and high 
homology among all isolates. 
The purpose of the current Thesis was to evaluate HBoV’s 
prevalence and its possible role in severe respiratory disease 
pathogenesis. 
In this study from 2000, we have examined 335 respiratory samples, 
200 of which were nasal samples from hospitalized children with 
bronchiolitis or bronchopneumonia, 84 were nasal swabs or 
bronchoalveolar lavages from adult patients with pneumonia, 
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bronchopneumonia or asthma and 51 were nasal swabs from healthy 
children. 
A polymerase chain reaction has been used to amplify a fragment of 
the NS1 region of the viral genome; amplified products have been 
then analyzed by agarose gel electrophoresis and the positive 
samples have been sequenced. Viral genome sequences were 
compared with HBoV available in GenBank confirming the assay 
specificity.  
The study results showed that: 
? HBoV infection is present on our geographical area with a 
prevalence of 3.5%. 
? The rate of detection is higher in children (4.5%) than in adult 
patients with respiratory disease (1.2%). 
? Coinfection with other respiratory viruses has been found 
frequently but HBoV was also found alone in children severely 
sick, suggesting a possible role for HBoV in causing respiratory 
disease. 
? HBoV seems not to have seasonality while, on the contrary, 
respiratory viruses have a peak in the winter time and parvovirus 
B19 (until now the only parvovirus known to be pathogenic in 
human) has a peak in spring and summer. 
? HBoV has been found also in plasma and stool and the positive 
stool came from a child who presented diarrhea as well as 
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bronchopneumonia, being negative for other causative agents of 
viral enteritis. Thus suggesting an etiologic involvement of BoV in 
gastroenteritis too. 
? None of the healthy subjects tested BoV-positive, but virus 
prevalence in normal population needs more evaluation. 
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1. Famiglia Parvoviridae. 
 
La famiglia Parvoviridae (dal latino parvus= piccolo) comprende 
piccoli virus a singolo filamento di DNA con un diametro compreso 
tra i 18 e i 26 nanometri. Sono virus estremamente diffusi in natura e 
dal momento della loro scoperta negli anni ’60 ne sono stati 
identificati più di cinquanta, ma l’infezione umana da parvovirus è 
stata riconosciuta solo venti anni fa. 
 
 
 
 
Fig. 1 Immagine ricostruita elettronicamente di un parvovirus.  
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1.1. Storia della famiglia. 
 
Nella prima parte del XX secolo sono state registrate numerose 
epidemie di enterite, panleucopenia (gastroenterite con febbre, 
leucopenia e diarrea) e atassia cerebellare congenita nei felini, 
finchè, nel 1947, una sindrome molto simile apparve anche in visoni 
d’allevamento. Nel 1952 si capì che la malattia era provocata dallo 
stesso agente virale in entrambe le specie animali. Nel 1959, un 
piccolo virus emagglutinante è stato casualmente ritrovato nel lisato 
di un tumore di ratto da cui la denominazione di “rat virus” (RV). Nello 
stesso periodo si vide che un virus con caratteristiche simili, 
chiamato H-1, provocava anomalie craniofacciali in criceti neonati. 
Dalla metà degli anni ’60 è stato dimostrato che il “virus della 
panleucopenia felina” (FPV), il virus dell’enterite dei visoni (MPV), H-
1, e RV erano tutti membri di una stessa famiglia costituita da piccoli 
virus nudi con genoma a DNA monocatenario. Verso la metà degli 
anni ’60 altri parvovirus sono stati ritrovati come contaminanti di 
colture cellulari infettate da adenovirus. Questi parvovirus sono poi 
risultati difettivi per alcune funzioni ed è stato dimostrato che per 
replicarsi hanno bisogno di un virus helper coinfettante come 
l’adenovirus, per cui sono stati denominati virus adeno associati 
(VAA). Il nome “parvovirus” è stato proposto nel 1965 e accettato 
ufficialmente nel 1970. Successivamente i parvovirus sono stati 
associati a una vasta gamma di patologie degli animali ma anche allo 
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sviluppo di infezioni latenti e asintomatiche sia in animali sia in 
coltura cellulare. Alla fine degli anni ’70 una nuova sindrome virale 
che provocava enterite e miocardite in cani si diffuse rapidamente in 
tutto il mondo. Il virus responsabile è stato chiamato parvovirus 
canino (CPV) perchè strettamente correlato al parvovrius felino 
(FPV) e dei visoni (MPV). Nel 1980, un altro parvovirus si dimostrò 
essere la causa di una malattia cronica da immunocomplessi nei 
visoni detta “malattia aleutina”. Infine nei primi anni ’80 è stato 
scoperto un parvovirus umano, chiamato B19, responsabile di varie 
patologie come la quinta malattia, la poliartropatia, l’anemia aplastica 
transitoria e l’eritroblastosi fetale. Recenti studi, condotti mediante 
l’utilizzo di tecniche molecolari, hanno portato all’identificazione di un 
nuovo virus appartenente alla famiglia Parvoviridae e strutturalmente 
molto simile a membri del genere Bocavirus. Da questa somiglianza 
deriva il nome di questo nuovo parvovirus che è stato chiamato 
bocavirus umano (BoV). Questo nuovo virus potrebbe essere 
patogeno per l’uomo (Allander at al., 2005).  
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1.2. Tassonomia. 
 
Nella famiglia Parvoviridae sono attualmente riconosciute due 
sottofamiglie: la sottofamiglia Densovirinae, che comprende i 
parvovirus che infettano gli insetti, e la sottofamiglia Parvovirinae, cui 
appartengono i parvovirus che infettano i vertebrati. Quest’ultima 
sottofamiglia risulta attualmente suddivisa in 5 generi: Parvovirus, 
Erytrovirus, Dependovirus, Amdovirus e Bocavirus (Ma et al., 2006) 
(Tabella 1). La maggior parte degli agenti classificati all’interno di 
questi generi sono virus animali ad eccezione del parvovirus B19, 
finora considerato l’unico parvovirus patogeno per l’uomo, e i VAA, 
che infettano l’uomo ma sono al momento ritenuti del tutto apatogeni. 
I Dependovirus costituiscono il genere che più si differenzia dagli altri 
in quanto comprende i virus adeno-associati che, come detto, per 
dare un‘infezione produttiva nelle cellule richiedono la coinfezione 
con virus “helper” non correlati quali gli adenovirus o gli herpesvirus. 
Per questa loro peculiare caratteristica i VAA sono detti virus 
dipendenti o difettivi per distinguerli da tutti gli altri parvovirus che 
invece sono considerati “autonomi”. 
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Tabella 1. Tassonomia della famiglia Parvoviridae. 
 
SOTTOFAMIGLIA GENERE SPECIE RAPPRESENTATIVA OSPITE 
 
Parvovirus 
 
Mice minute virus 
Erytrovirus B19 
Dependovirus Virus adeno associato 2 
Amdovirus Aleutian mink disease virus 
 
Parvovirinae 
Bocavirus Bovine parvovirus 
 
Vertebrati 
Densovirus Junonia coenia densovirus 
Iteravirus Bombyx mori densovirus 
Brevidensovirus Aedes aegypti densovirus 
Densovirinae 
Pefudensovirus Periplanta fuliginosa densovirus 
Invertebrati
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1.3. La particella virale. 
 
Il virione è privo di involucro esterno ed è costituito da un capside 
icosaedrico formato da 60 subunità proteiche riunite in 12 capsomeri. 
A seconda del genere il capside può essere formato da 2 o 3 diversi 
tipi di proteine strutturali. Il capside garantisce una notevole stabilità 
al virus, che risulta resistente a diverse concentrazioni di pH (stabile 
tra pH=3 e pH=9) e alle alte temperature (1 ora a 50°C); il virus può 
essere inattivato da alcuni solventi e agenti ossidanti.   
 
1.4. Organizzazione del genoma. 
 
L’involucro proteico racchiude il genoma costituito da un DNA a 
singolo filamento di circa 5 kilobasi. Di solito nei Parvovirus autonomi 
viene incapsidato prevalentemente il filamento di polarità negativa, 
cioè quello complementare all’mRNA, mentre i VAA incapsidano i 
filamenti positivo e negativo con uguale frequenza. Per questo 
motivo il DNA, una volta estratto, può dare luogo a forme bicatenarie. 
L’altra caratteristica del genoma dei parvovirus, fondamentale per il 
loro meccanismo di replicazione, è la presenza alle due estremità di 
sequenze nucleotidiche ripetute e invertite in grado di ripiegarsi su se 
stesse a formare una struttura a forcina. Ad eccezione del parvovirus 
B19 e dei VAA in cui le due terminazioni sono identiche, l’estremità in 
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3’ in genere ha una sequenza e, quindi, una struttura a forcina 
diversa da quella dell’estremità in 5’. 
 
 
 
Fig. 2 Rappresentazione delle estremità ripiegate a forcina a “T” per  
          un virus adeno associato e a “Y” per il parvovirus del topo. 
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Nel genoma di tutti i membri della sottofamiglia Parvovirinae si 
possono riconoscere 2 grandi ORF (open reading frame= quadro di 
lettura aperto) non sovrapposte di cui, quella in posizione 3’ codifica 
per le proteine capsidiche e, quella in posizione 5’ per le proteine non 
strutturali. Tutti i parvovirus hanno 3 proteine capsidiche che (dalla 
più grande alla più piccola) sono denominate VP1, VP2, VP3. Fanno 
eccezione il virus B19, il parvovirus della scimmia e l’ADV, che 
hanno solo due proteine capsidiche VP1 e VP2. In ogni caso sembra 
che la presenza di VP3 dipenda dal momento del ciclo infettivo.  
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Fig. 3 Mappa trascrizionale di MVM (prototipo dei Parvovirus  
          autonomi) di cui è rappresentato il filamento a polarità negativa  
          e di AAV2 (prototipo dei Dependovirus).  
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1.5. Replicazione. 
 
La replicazione del DNA dei parvovirus avviene nel nucleo delle 
cellule infette dove il virus giunge dopo il legame ad uno specifico 
recettore posto sulla superficie cellulare, e l’internalizzazione. Per la 
replicazione dei parvovirus, devono realizzarsi anche altre condizioni: 
la cellula ospite deve essere in fase S, ossia in attiva moltiplicazione, 
e, nel caso dei Dependovirus, deve essere contemporaneamente 
coinfettata da un virus helper. Al contrario di virus come i 
poliomavirus e gli adenovirus, i parvovirus non sono però in grado di 
indurre la fase S nella cellula che infettano. 
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Fig. 4 Meccanismo di infezione di MVM (prototipo dei Parvovirus  
          autonomi) e di AAV2 (prototipo dei Dependovirus). 
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I parvovirus sono i virus a DNA più strettamente dipendenti dalle 
funzioni cellulari. Hanno bisogno della DNA polimerasi dell’ospite e di 
altri fattori cellulari che si ritrovano nel nucleo durante la fase S. Le 
estremità ripiegate a forcina formano un innesco per la DNA 
polimerasi cellulare che sintetizza il filamento complementare 
costituendo una molecola bicatenaria. In questa forma avviene la 
trascrizione del genoma con la produzione delle proteine virali 
strutturali e non, fra cui la proteina necessaria al taglio della molecola 
bicatenaria. Questo taglio crea un punto d’innesco per la sintesi di un 
nuovo intermedio. Le due catene possono poi essere separate da 
un’elicasi per iniziare un nuovo ciclo oppure per essere incapsidate 
nelle nuove particelle virali. 
I Dependovirus, quando non possono replicarsi per mancanza del 
virus helper, instaurano un’infezione latente integrandosi spesso nel 
genoma cellulare (si ritiene a livello del cromosoma 19). Da qui il 
genoma virale può essere escisso quando la cellula è superinfettata 
dal virus helper (Fig. 4).  
Avvenuta la replicazione del DNA, le proteine capsidiche si 
assemblano inserendo al loro interno una molecola di DNA e la 
liberazione della progenie virale avviene per lisi cellulare.  
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1.6. Tropismo tissutale e infezione latente. 
 
I parvovirus hanno un ampio tropismo cellulare, ma per le loro 
necessità replicative, tendono a infettare prevalentemente cellule che 
si dividono rapidamente, come quelle fetali e quelle del sistema 
emopoietico. Comunque non tutte le cellule in divisione sono 
suscettibili all’infezione; esse infatti devono esprimere sulla loro 
superficie cellulare il recettore e gli eventuali corecettori specifici per 
il virus. Sebbene non siano stati ancora completamente 
caratterizzati, i recettori sembrano contenere acido sialico, dato che il  
trattamento di colture suscettibili con neuraminidasi previene 
l’attacco virale. I parvovirus provocano spesso infezioni in cellule 
semipermissive; questo determina un basso livello di replicazione 
virale all’interno della cellula che rimane intatta. Questa infezione 
latente o “criptica” si verifica perché solo una frazione di cellule è 
permissiva o perché da una popolazione permissiva ne deriva una 
resistente. Comunque sembra che i parvovirus autonomi non si 
integrino nel genoma cellulare come i Dependovirus.  
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2. Genere Dependovirus. 
 
I VAA sono stati i primi parvovirus ad essere scoperti come 
contaminanti di colture cellulari infettate da adenovirus. Come già 
accennato, i VAA possono stabilire un’infezione latente integrando il 
loro genoma in un unico sito del cromosoma 19, finchè la 
superinfezione da parte di un adenovirus o un herpesvirus determina 
l’escissione e l’inizio di un’infezione produttiva. Non è ancora stato 
identificato il sito preferenziale di latenza di questi virus, anche se 
sono stati ritrovati in alta percentuale in biopsie del muscolo 
scheletrico. Inoltre è stato dimostrato che il sito di integrazione è 
strettamente legato al gene della troponina T1 specifica per muscoli 
scheletrici lenti (TNNT1) e della troponina 1 cardiaca (TNNI3). Si può 
dunque ipotizzare che il muscolo scheletrico rappresenti il sito di 
latenza dei VAA che qui sono protetti dalla riattivazione adenovirus-
indotta, vista l’incapacità di questo virus di infettare il muscolo. La 
trasmissione umana di VAA sembra avvenire prevalentemente per 
via respiratoria mentre una trasmissione per via verticale è stata 
dimostrata in alcuni animali.  
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2.1. Funzioni dei virus “helper”. 
 
I VAA hanno lo stesso spettro d’ospite dei virus helper. Richiedono le 
funzioni precoci di Adenovirus (regolatorie) ma non quelle tardive 
(strutturali) e, in particolare, sono necessarie le proteine E1A 
(transattivante), E1B, E4 ed E2A. La proteina E1A determina la 
trascrizione di altre regioni precoci e transattiva altri geni tra cui quelli 
che inducono l’ingresso della cellula in fase S e la sintesi delle 
proteine per la replicazione del DNA. La proteina E4 può formare un 
complesso con E1B per regolare l’espressione dei geni di VAA 
probabilmente a livello del trasferimento di mRNA nel citoplasma. 
Inoltre stimola la sintesi del secondo filamento per passare alla forma 
duplex, e promuove la degradazione della ciclina A e inibisce l’attività 
chinasica di cdc2 bloccando il ciclo cellulare in fase S tardiva o in G2 
con gli enzimi per la replicazione sempre attivi. Al contrario E2A 
sembra richiesto per la sintesi del DNA di Adenovirus e non per la 
replicazione dei VAA. 
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2.2. Mappa genetica. 
 
Anche i VAA hanno una più grande ORF in posizione 3’ che codifica 
per 3 proteine capsidiche e che è denominata “cap region”, e una 
ORF in posizione 5’ che codifica per le proteine regolatrici. 
Quest’ultima viene denominata “rep region” perché qualsiasi 
mutazione che avvenga al suo interno provoca l’inibizione della 
replicazione. Le proteine codificate da questa regione sono quattro: 
Rep52, Rep40, Rep78 e Rep68 che regolano negativamente 
l’espressione genica dei VAA in condizioni non permissive e sono 
necessarie per l’integrazione sito-specifica. Le stesse proteine in 
presenza dell’helper, facilitano l’escissione del genoma integrato e la 
replicazione di VAA. Mutazioni in Rep 52 e 40 permettono la 
replicazione ma impediscono l’incapsidamento del DNA maturo nella 
progenie. Replicazione, trascrizione, integrazione, escissione e 
incapsidazione sono tutte funzioni che richiedono la presenza delle 
sequenze ripetute e invertite TR in cis. 
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2.3. Trascrizione, traduzione e replicazione. 
 
La regolazione della trascrizione è complessa perché può 
determinare lo stabilirsi di una infezione latente o l’attivazione di 
un’infezione produttiva. La scelta sembra sia controllata dalla 
proteina E1A dell’ adenovirus helper e dalle proteine Rep di VAA. 
Rep78 e 68 sono proteine nucleari mente la 52 e la 40 si ritrovano 
anche nel citoplasma. Rep 52 ha attività elicasica, mentre tutte le 
proteine insieme possono operare il taglio del doppio filamento 
indispensabile per le successive fasi della replicazione. 
Le proteine capsidiche vengono tradotte per splicing alternativo da 
un unico mRNA. 
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 .  
 
Fig. 5 Meccanismo di replicazione negli AAV. 
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2.4. VAA come vettori per terapia genica. 
 
Per terapia genica si intende la possibilità di correggere un difetto 
genetico tramite l’introduzione di nuovo DNA che possa sostituire o 
modificare la funzione mancante o errata. Molte caratteristiche dei 
VAA portano a considerarli come possibili vettori per la terapia 
genica: 
? si integrano nel genoma cellulare con alta frequenza, 
? non sono associati a malattie umane (da verificare 
un’associazione con l’infertilità), 
? hanno un genoma molto semplice, 
? determinano una scarsa risposta immunitaria verso le cellule 
transfettate. 
Esistono però anche fattori che ne limitano l’utilizzo, fra questi il fatto 
che più di un terzo della popolazione umana ha anticorpi anti-AAV2. 
Inoltre le dimensioni relativamente modeste del genoma permettono 
di introdurre solo meno di 5kb di DNA e non si può comunque 
escludere l’eventualità di conseguenze dannose per l’ospite indotte 
dal vettore e. 
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3. 
♦ 
♦ 
♦ 
♦ 
Parvovirus autonomi. 
 
Si conoscono alcune caratteristiche fondamentali dell’infezione da 
parvovirus autonomi: 
al momento dell’infezione hanno bisogno di popolazioni 
cellulari in attiva moltiplicazione, 
l’identificazione dei tessuti bersaglio può spiegare l’esatta 
patogenesi (per esempio atassia congenita dei felini data dal 
coinvolgimento del cervelletto), 
corte sequenze nei geni delle proteine capsidiche governano 
lo spettro d’ospite o la patogenicità, 
provocano infezioni spesso persistenti o asintomatiche. 
 
Come già mostrato in Fig. 3, anche i parvovirus autonomi hanno due 
ORF nel genoma: quella in posizione 5’ codifica per due proteine non 
strutturali denominate NS1 e NS2, mentre quella in posizione 3’ 
codifica per le proteine capsidiche VP1, VP2 e VP3. Delle proteine 
non strutturali, solo NS1 è assolutamente necessaria per la 
replicazione. 
Come i VAA, i parvovirus autonomi hanno alle estremità delle 
sequenze palindrome, ma, queste non sono identiche tra loro ne’ per 
lunghezza ne’ per sequenza nucleotidica. Inoltre solo (o comunque 
prevalentemente) il filamento a polarità negativa è incapsidato nelle 
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particelle virali di nuova sintesi. Per questi motivi il modello di 
replicazione ottenuto da studi sul MVM (Fig. 6) risulta diverso in 
alcuni punti da quello proposto per i VAA (Fig. 5). 
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Fig. 6 Meccanismo di replicazione per MVM (parvovirus autonomo). 
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4. Genere Erytrovirus. 
 
Il nome di questo genere sottolinea come lo spettro d’ospite dei suoi 
membri sia fortemente ristretto alle cellule della serie eritroide. Il virus 
più rappresentativo di questo genere è il parvovirus B19 che è 
molto simile ad altri erytrovirus che infettano vari tipi di scimmie con i 
quali condivide un’omologia del 60-80%. 
 
 
4.1. Parvovirus B19. 
 
B19 è fino ad oggi l’unico parvovirus con dimostrata patogenicità per 
l’uomo. Ha un tropismo cellulare ristretto e l’infezione produttiva è 
stata dimostrata solo in progenitori eritroidi umani. Il tropismo 
cellulare sembra determinato dalla presenza dell’antigene P o 
globoside sugli eritrociti e dal blocco della trascrizione che avviene 
nelle cellule non permissive. Una proteina non strutturale del virus 
risulta tossica per le cellule ospiti e, poichè viene espressa anche 
nelle cellule non permissive, l’infezione abortiva di queste cellule si 
traduce spesso nella loro morte. 
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4.2. Scoperta e storia del parvovirus B19. 
 
Il parvovirus B19 è stato scoperto casualmente nel 1975 a Londra da 
Yvonne Cossart nel siero di donatori di sangue con reazione 
anomala alla ricerca sierologica di antigeni dell’epatite B.  
 
 
 
Fig. 7 Particelle di 22 nm del parvovirus B19 al microscopio  
          elettronico a trasmissione (Wadsworth Center NYS  
          Department of Health). 
 
 
Successivamente l’analisi delle caratteristiche biochimiche e 
molecolari ha dimostrato che si trattava di un parvovirus e poiché 
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queste particelle erano state individuate nel campione numero 19 
della lista B, il virus è stato denominato B19. 
Nel 1980 un test sierologico sviluppato specificatamente per B19 ha 
permesso di identificare la prima infezione sintomatica in due soldati 
con una breve sintomatologia febbrile. L’anno successivo, uno studio 
svolto a Londra, ha identificato antigenemia e sieroconversione in 
bambini con anemia a cellule falciformi affetti da crisi aplastica 
transitoria (TAC) suggerendo un ruolo eziologico di B19 
nell’insorgenza di questa patologia acuta di cui già si presumeva 
un’origine infettiva. Nel 1983 B19 veniva correlato anche 
all’insorgenza di un tipico esantema dell’infanzia noto come quinta 
malattia, e già un anno dopo veniva trovato in un feto con idrope, 
confermando nell’uomo quanto già osservato negli animali. Lo 
spettro delle patologie associate è ulteriormente aumentato quando 
l’infezione persistente da B19 è stata diagnosticata a soggetti 
immunodepressi in cui il virus determina anemia cronica. B19 è poi 
sicuramente responsabile di alcune artropatie mentre resta da 
dimostrare il suo ruolo in vasculiti e malattie neurologiche (Sabella, 
Goldfarb, 1999). 
Contrariamente a quanto si pensava in principio, B19 non è 
responsabile solo di infezioni asintomatiche ma di molte 
manifestazioni cliniche che possono essere anche gravi in alcuni 
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soggetti. Inoltre l’elevata percentuale di adulti con anticorpi anti-B19, 
implica una notevole esposizione al virus durante l’infanzia. 
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4.3. Patogenesi. 
 
Il parvovirus B19 può infettare quasi esclusivamente le cellule 
progenitrici della serie rossa del midollo osseo. Le informazioni sulla 
patogenesi da B19 derivano da infezioni sperimentali ottenute 
inoculando volontari adulti sani per via nasale. 
 
 
Fig. 7 Andamento di alcuni parametri durante l’infezione da B19. 
          (www-micro-msb.le.ac.uk). 
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La viremia si sviluppa nella prima settimana dell’infezione con 
deplezione dei progenitori eritroidi nel midollo ed è accompagnata 
clinicamente da febbre e malessere generale. Al momento del picco 
viremico si assiste a una brusca caduta dei reticolociti seguita da 
anemia che risulta clinicamente manifesta solo in pazienti che hanno 
una conta eritrocitaria bassa per patologie preesistenti. La 
diminuzione dei reticolociti può essere accompagnata da leucopenia 
e trombocitopenia. Nella seconda settimana dall’infezione compaiono 
nel siero anticorpi IgM specifici per B19 che eliminano il virus dal 
sangue. Nella terza settimana compaiono anche le IgG, 
contemporaneamente all’eruzione cutanea tipica della quinta malattia 
(specialmente nei bambini) e all’artropatia (specialmente negli adulti). 
I sintomi specifici della malattia sono probabilmente mediati da 
immunocomplessi, e quindi compaiono quando il soggetto non è più 
contagioso. Se non si realizza una risposta anticorpale neutralizzante 
il B19 può instaurare un’infezione persistente che provoca anemia 
cronica. Oltre alla risposta umorale anche quella cellulare potrebbe 
avere un ruolo importante nell’eliminazione dell’infezione ma finora è 
stata poco studiata (Sabella, Goldfarb, 1999; Corcoran, Doyle, 2004). 
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4.4. Risposta immunitaria. 
 
A 10-12 giorni dall’inoculo compaiono le IgM che persistono per 
diversi mesi, mentre dopo 2 settimane compaiono anche le IgG che 
permangono tutta la vita. Inoltre si possono ritrovare anche anticorpi 
IgA che probabilmente proteggono le mucose respiratorie dalla 
reinfezione, in quanto porta d’ingresso naturale del virus. 
Il verificarsi di una TAC in soggetti con anemia falciforme determina 
immunità duratura e l’evento non può ripetersi sebbene i suoi effetti 
possano protrarsi nel tempo. 
Nelle persone immunocompetenti la risposta anticorpale precoce è 
rivolta verso VP2 e la tardiva è rivolta soprattutto contro VP1; 
entrambe sono neutralizzanti. Hanno invece scarso potere 
neutralizzante anticorpi rivolti verso NS1. 
Gli anticorpi giocano quindi un doppio ruolo nell’infezione da B19: 
eliminano il virus ma producono immunocomplessi responsabili 
dell’eritema e delle artralgie (Sabella, Goldfarb, 1999; Corcoran, 
Doyle, 2004). 
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4.5. Epidemiologia. 
 
Studi sieroepidemiologici in varie parti del mondo hanno dimostrato 
che l’infezione da B19 è molto comune. Il 50% dei ragazzi sopra i 15 
anni possiede anticorpi IgG verso il virus e addirittura fino all’80% 
degli adulti risulta sieropositivo. 
Poichè il DNA è stato ritrovato nelle secrezioni nasali di pazienti al 
momento della viremia, è probabile che l’infezione si trasmetta per 
via respiratoria. Infatti basta uno stretto contatto per avere un’alta 
probabilità di trasmissione in casa e tra i bambini in comunità come 
scuole e asili. Infezioni nosocomiali sono possibili e i pazienti con 
infezione acuta o persistente vanno considerati contagiosi e 
mantenuti in isolamento. Inoltre, dato l’alto titolo di virus nel sangue, 
e la notevole resistenza del virione al calore e a vari solventi, si può 
avere trasmissione anche tramite emoderivati in cui il virus resiste ai 
normali trattamenti. Parvovirus B19 è stato ritrovato anche nel 
nasofaringe di volontari infetti e c’è poca evidenza del virus nelle feci 
e nelle urine per cui la trasmissione sembra avvenire principalmente 
attraverso la via respiratoria. Anche oggetti contaminati potrebbero 
essere un’importante sorgente d’infezione, grazie alla notevole 
resistenza nell’ambiente dei parvovirus. L’infezione si può acquisire 
anche verticalmente da madre a feto, per cui il virus si replica anche 
in cellule diverse da quelle eritroidi. 
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 Data la facilità della trasmissione e l’alto titolo virale nelle infezioni 
acute, la diffusione dell’infezione è epidemica. I cicli epidemici sono 
di 4-5 anni nei climi temperati e di 2-3 anni nei paesi tropicali. Sia la 
quinta malattia sia la crisi aplastica transitoria sono malattie presenti 
tutto l’anno ma con un picco di incidenza in primavera ed estate 
(Sabella, Goldfarb, 1999; Corcoran, Doyle, 2004). 
 
4.6. Manifestazioni cliniche. 
 
4.6.1. Infezione asintomatica. 
 
E’ l’evenienza più comune: la maggior parte delle persone che viene 
a contatto con il virus è asintomatica. Il 32% dei familiari a stretto 
contatto con un soggetto malato non mostra alcun sintomo sebbene 
la ricerca sierologica individui la presenza di IgM specifiche. 
 
4.6.2. Eritema infettivo, V malattia o megaloeritema. 
 
Si tratta di una malattia facilmente riconoscibile e molto comune nei 
bambini di età compresa tra i 4 e i 10 anni. Sebbene clinicamente 
nota da almeno due secoli, solo nei primi anni ’80 è stata associata 
con certezza all’infezione da B19. Il decorso clinico della malattia può 
essere diviso in 3 fasi:  
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1) nella prima fase il soggetto risulta contagioso e la malattia non 
viene riconosciuta in quanto, dopo un periodo di incubazione 
di 14 giorni, si sviluppa un quadro di malessere generale con 
febbre modesta, mal di testa e problemi gastrointestinali, 
sintomi che corrispondono alla viremia con deplezione dei 
progenitori eritroidi e produzione degli anticorpi IgM. 
2) dopo 3-7 giorni, la malattia viene identificata grazie allo 
sviluppo del tipico eritema facciale (a faccia “schiaffeggiata”) 
che è più comune e più evidente nei bambini piuttosto che 
negli adulti. 
 
 
 
Fig. 8 Aspetto dell’eritema infettivo della V malattia. (Hardin 
          Library for the Health Sciences University of Iowa) 
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La fase viremica è terminata e cominciano ad apparire gli 
anticorpi IgG. 
3) dopo 1-4 giorni dalla comparsa dell’esantema può comparire 
un eritema maculopapulare a piccole chiazze sul tronco e 
sugli arti. Questo eritema può dare prurito ed essere ricorrente 
anche fino a 3 settimane. In questa fase si può avere anche lo 
sviluppo di alcune forme di artropatie. 
 
4.6.3. Artropatia. 
 
Nonostante le infezioni da B19 negli adulti siano principalmente 
asintomatiche, circa il 60% di donne che hanno avuto una malattia 
clinicamente manifesta sviluppa artropatie, mentre gli uomini ne 
soffrono meno. Comunque le artropatie si possono sviluppare anche 
nei bambini anche se con incidenza minore rispetto agli adulti. La 
forma più comune risulta un’artrite che interessa le mani, le 
ginocchia, i polsi e le caviglie per una o tre settimane, ma nel 20% 
delle donne, questa artropatia, rimane persistente o ricorrente per 
mesi o anni. 
 
4.6.4. Crisi aplastica transitoria (TAC). 
 
E’ stata la prima manifestazione clinica associata a B19 (1981) in 
pazienti con anemia falciforme in cui era stata osservata la brusca 
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comparsa di anemia grave con assenza di reticolociti. 
Successivamente è stata descritta in soggetti con anemia emolitica 
cronica o autoimmune, sferocitosi ereditaria, deficit di piruvato 
chinasi, talassemia e leucemia. Inoltre può verificarsi per ogni 
condizione di stress eritrocitario quali emorragia e trapianti di rene o 
midollo. In tutti questi casi, infatti, è facile andare incontro a una 
completa cessazione della produzione di globuli rossi con 
l’instaurarsi di una crisi aplastica transitoria. I pazienti, dopo una fase 
prodromica, sviluppano anemia con reticolocitosi e caduta dei livelli 
di emoglobina, la quale può risolversi autonomamente, ma può 
anche portare alla morte per insufficienza cardiaca. Per questi motivi 
i pazienti vanno monitorati in ospedale mantenendoli in isolamento 
per evitare infezioni nosocomiali. Infezioni croniche del midollo osseo 
da parte di B19 sono particolarmente probabili in soggetti 
immunocompromessi per tumori, trapianti o AIDS, e provocano 
anemie ricorrenti che necessitano della trasfusione di cellule rosse 
del sangue e che possono essere contrastate anche dalla 
somministrazione di immunoglobuline specifiche. 
 
4.6.5. Infezione intrauterina. 
 
L’infezione da B19 contratta durante la gravidanza può portare ad 
anemia fetale, aborto spontaneo o idrope fetale, anche se nella 
maggior parte dei casi si risolve favorevolmente. Il 50-60% delle 
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donne è già sieropositiva prima della gravidanza. Il rischio di 
infezionei varia dal 30 al 50% se a stretto contatto con un soggetto 
infetto. Se l’infezione è contratta in gravidanza si ha una probabilità 
del 33% di trasmetterla verticalmente al feto. Anche nel caso di 
infezione del feto, la nascita di un bambino sano è l’evenienza più 
probabile, e il rischio complessivo di perdere il bambino a causa di 
B19 risulta essere del 2%. L’infezione avvenuta nel primo mese di 
gravidanza è la più grave per il feto, che muore nel 10% dei casi. Nel 
secondo trimestre insorge più facilmente idrope fetale, caratterizzato 
da edema generalizzato del feto per la grave anemia. La replicazione 
virale determina grave emolisi cui consegue un’aumentata 
eritropoiesi extramidollare compensatoria che comporta ipertensione 
portale e determina anche la disseminazione di B19 a tutti gli organi 
tra cui il cuore; spesso la morte sopravviene per miocardite o 
insufficienza cardiaca. Nel terzo trimestre, la maggiore massa 
eritrocitaria fetale e lo sviluppo più avanzato del sistema immunitario 
favoriscono la nascita del bambino in cui però l’infezione può 
persistere dopo la nascita con DNA virale nel midollo ma non nel 
sangue e con grave anemia cronica.  
Sebbene le madri siano spesso asintomatiche, le infezioni 
intrauterine possono essere persistenti e caratterizzate da grave 
anemia, alta probabilità di insufficienza cardiaca, e spesso morte. Nel 
fegato del feto si possono evidenziare eritroblasti infetti. L’esito fatale 
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è più probabile nei primi due trimestri di gravidanza, ma molti 
bambini nascono sani nonostante la presenza di IgM specifiche nel 
sangue cordonale dimostri che siano stati infettati. L’infezione da B19 
non sembra provocare anormalità congenite dopo la nascita. 
 
4.6.6. Diagnosi e trattamento. 
 
La quinta malattia è facilmente diagnosticata clinicamente per cui 
non sono necessari esami di laboratorio. In pazienti con TAC o 
artropatia si ricorre al test sierologico che se rivela la presenza di IgM 
o un alto titolo di IgG, indica un’infezione acuta o recente. Purtroppo 
questo test non è utile nei soggetti immunodepressi che non riescono 
a produrre una risposta immunitaria e in cui è necessario ricercare il 
DNA virale nel sangue o nel midollo osseo tramite reazioni di PCR 
e/o di real time PCR.  
In bambini e adulti sani l’infezione da B19 è autolimitante per cui non 
è necessario ricorrere ad alcun trattamento. Si può effettuare un 
trattamento sintomatico delle artropatie con antinfiammatori non 
steroidei. Può essere necessario effettuare delle trasfusioni nei 
pazienti con TAC e nei casi di grave idrope fetale. Pazienti 
immunocompromessi con anemia cronica sono stati trattati con 
immunoglobuline neutralizzanti. 
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4.6.7. Controllo e prevenzione. 
 
Mentre sono già disponibili vaccini per gli animali, dove i parvovirus 
determinano patologie molto gravi, non è stato ancora realizzato un 
vaccino anti-B19 per la difficoltà di propagazione in vitro del virus. 
Comunque grazie ai moderni sistemi di espressione sono state 
realizzate proteine del capside ricombinanti di B19 di cui si sta 
testando l’immunogenicità. Un vaccino sarebbe utile per evitare TAC 
e anemie croniche nei soggetti a rischio, ma anche nella prevenzione 
delle infezioni intrauterine e comunque per limitare la circolazione di 
un virus che può restare attivo anche nei sottoprodotti del sangue 
che sono destinati proprio ai soggetti con preesistenti deficit 
eritrocitari. (Sabella, Goldfarb, 1999; Corcoran, Doyle, 2004). 
 
4.7. Propagazione in coltura cellulare. 
 
La notevole quantità di virus presente nella fase acuta dell’infezione 
ha permesso la caratterizzazione del virus come membro dei 
parvovirus e, già a metà degli anni ’80, il suo genoma è stato clonato 
e sequenziato e il virus propagato in colture di cellule umane del 
midollo osseo. Proteine capsidiche ricombinanti sono state utilizzate 
per saggiare anticorpi specifici in clinica e come immunogeni di 
vaccini. Per riprodurre gli effetti del virus sui bersagli naturali sono 
state usate colture di cellule midollari umane, cellule del sangue 
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periferico, cellule del fegato fetale e alcune linee leucemiche. La 
replicazione ad alti livelli si ha solo nei progenitori eritroidi che una 
volta infettati si riconoscono facilmente come pronormoblasti giganti. 
Nelle cellule non permissive si ha blocco della replicazione dovuto 
alla trascrizione aberrante del genoma virale per cui si ha una 
eccessiva quantità di mRNA che codifica per la proteina NS1, mentre 
nell’infezione permissiva predominano gli mRNA per le proteine 
capsidiche. L’eccesso di NS1 può spiegare l’inibizione della 
proliferazione dei megacariociti e la riduzione del numero di piastrine 
e di leucociti anche in assenza di infezione produttiva. 
Un recettore cellulare per B19 è stato identificato nel globoside o 
antigene P degli eritrociti, che è un glicosfingolipide 
tetraesoseceramide che si lega al virus con alta affinità. Infatti i 
soggetti che geneticamente mancano dell’antigene P non sono 
suscettibili all’infezione da B19. Il globoside è espresso su eritrociti 
maturi e sui loro precursori ma anche su megacariociti, cellule 
endoteliali, corteccia renale, placenta, cellule emopoietiche del 
fegato fetale e miocardio fetale, ma ciò non le rende permissive 
lasciando presumere la necessità di corecettori e di fattori 
intracellulari specifici. Comunque, il sito di legame virale è stato 
localizzato in una depressione circondata da sequenze riconosciute 
come epitopi neutralizzanti (VP2). (Sabella, Goldfarb, 1999; 
Corcoran, Doyle, 2004; Fields Virology 2001). 
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5. Genere Bocavirus. 
 
Questo genere è stato definito recentemente in seguito a studi 
filogenetici effettuati sul parvovirus del cane (MVC). 
Questo virus, isolato nel 1967 dalle feci di un cane sano, ha un 
diametro di 20nm (Schwartz et al., 2002; Mochizuki et al. 2002; 
Ohshima et al., 2004). Per un certo periodo il virus è stato ritenuto 
responsabile solo di infezioni subcliniche. La diagnosi dell’infezione 
da MVC poteva essere eseguita soltanto in alcuni laboratori ove era 
disponibile la linea cellulare WRCC (Walter Reed Canine cells) 
altamente suscettibile alla propagazione del virus. Per un lungo 
periodo di tempo le ricerche su MVC sono state limitate al solo studio 
di casi clinici e di sieroprevalenza dell’infezione in varie parti del 
mondo (USA, Svezia, Germania, Italia, Giappone e Corea). Questi 
studi comunque hanno dimostrato che MVC è diffuso in tutto il 
mondo e che più del 50% dei cani domestici degli Stati Uniti è 
positivo al test sierologico (Schwartz et al., 2002). L’esame di 
particolari casi clinici ha contribuito a dimostrare che MVC è un virus 
patogeno per i cuccioli sotto le 4 settimane, ove provoca 
principalmente enteriti e sintomi respiratori, e che nel caso di 
infezioni fetali, può portare all’aborto o alla morte del feto per 
scompenso cardiaco e polmonare. E’ stata rilevata la presenza di 
anticorpi neutralizzanti il virus in sieri iperimmuni di cani prelevati nel 
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1956; questo indica che MVC circola in questo animale da molto 
tempo (Ohshima et al., 2004). Nel 1978 è stato scoperto un altro 
parvovirus canino denominato CPV che è presto diventato un 
importante patogeno in ambito veterinario. Nonostante MVC si sia 
mostrato antigenicamente e geneticamente distinto da CPV, è 
possibile trovare i due virus indicati come CPV tipo 1 e tipo 2 in base 
alla cronologia della loro scoperta. Negli ultimi anni, grazie al 
sequenziamento di un isolato di MVC, è stato possibile disegnare i 
primer per un saggio di PCR (Mochizuki et al., 2002). In uno studio 
condotto con questa metodica è stato rinvenuto l’1,2% di campioni 
positivi. Questi sono stati poi inoculati su due diverse linee cellulari: 
le WRCC (Walter Reed canine cell) e le MDCK ( Madin-Darby canine 
kidney= cellule renali di cane), dove il MVC è stato efficacemente 
propagato (Ohshima et al., 2004). Successive analisi genetiche 
hanno dimostrato che il parvovirus maggiormente correlato a MVC 
era il Parvovirus Bovino (BPV) con una omologia del 43%. Entrambi i 
virus possiedono una terza ORF centrale, parzialmente sovrapposta 
alle altre due, che codifica per la proteina non strutturale NP1 che 
non si ritrova negli altri parvovirus. Studi di filogenesi hanno 
dimostrato come BPV e MVC fossero membri a se stanti rispetto agli 
altri parvovirus e come quindi fosse necessaria la loro classificazione 
in un nuovo genere della famiglia Parvoviridae.  
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Il BPV è stato isolato per la prima volta nel tratto gastrointestinale di 
vitelli con diarrea da Abinanti e Warfield nel 1961. Successivamente, 
infezioni sperimentali hanno dimostrato che, se inoculato per bocca, 
BPV determina diarrea mentre, se somministrato per via nasale, oltre 
alla diarrea, provoca anche sintomi respiratori (Thacker et al., 1998). 
Le sintomatologie riscontrate costituiscono un altro fattore di 
somiglianza tra BPV e MCV. Studi di sierosorveglianza indicano che 
l’incidenza dell’infezione da BPV nelle mandrie è piuttosto alta. Fin 
dagli anni ’70-’80 BPV era conosciuto come un parvovirus di 22nm di 
diametro caratterizzato da un genoma che codificava per 5 proteine 
virali: 3 strutturali del capside e 2 non strutturali. Nel 1986 poi è stata 
determinata l’intera sequenza nucleotidica di 5491 nt, in cui sono 
state identificate le 3 ORF: quella al 3’ codificante per VP1, VP2, 
VP3, quella al 5’ per NS1 e quella centrale per la proteina fosforilata 
NP1 (Chen et al., 1986). BPV è un virus capace di agglutinare gli 
eritrociti umani legandosi alla glicoforina A di membrana. Questa 
proteina transmenbrana non si ritrova sulle cellule nucleate, ma è 
stato dimostrato che può legare anche residui di acido sialico 
(Johnson et al., 2004). 
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5.1. Bocavirus umano (BoV). 
 
5.1.1. La scoperta. 
 
Le infezioni delle basse vie respiratorie causano l’ospedalizzazione 
di moltissimi bambini e neonati ogni anno. La maggior parte di 
queste infezioni sono da ascriversi ad agenti virali. Ai virus “classici” 
(virus influenzali e parainfluenzali, adenovirus, rinovirus, virus 
respiratorio sinciziale e coronavirus), negli ultimi anni, si sono 
aggiunti altri agenti tra cui il metapneumovirus umano e almeno 3 
nuove specie di coronavirus. Nonostante questo, nel 10-40% dei 
casi, la diagnosi eziologica rimane ignota. La mancata diagnosi 
eziologica può in parte essere attribuita a problematiche di carattere 
tecnico, ma è altrettanto probabile che agenti patogeni ancora non 
identificati siano responsabili di queste manifestazioni cliniche a 
eziologia sconosciuta. Sulla base di queste osservazioni Allander et 
al. nel 2005 hanno realizzato uno studio adoperando nuove tecniche 
molecolari che hanno permesso di identificare BoV in campioni 
respiratori. 
 
5.1.2. Metodica utilizzata. 
 
La base dello studio di Allander e collaboratori è stata l’analisi dei 
campioni respiratori che giungevano al Laboratorio dell’Ospedale 
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Karolinska di Stoccolma per esami virologici di routine 
(immunofluorescenza e coltura cellulare). Si trattava principalmente 
di aspirati nasofaringei che sono stati processati secondo i protocolli 
di routine per indagare la presenza dei comuni virus respiratori. Il 
sovranatante privo di cellule non utilizzato per le analisi è stato 
raccolto e conservato a -80°C. Questi sovranatanti sono stati poi uniti 
in “pool” che sono stati ultracentrifugati per concentrare i virus 
eventualmente presenti. Successivamente sono stati filtrati e poi 
incubati 2 ore a 37°C con DNasi per eliminare gli acidi nucleici 
contaminanti (DNA genomico). Gli acidi nucleici rimasti sono stati 
risospesi e poi divisi in 2 aliquote in modo da estrarre separatamente 
il DNA e l’RNA. Gli estratti sono stati amplificati separatamente 
mediante una random PCR con primer a sequenza casuale. I 
prodotti della PCR sono stati purificati e digeriti con l’enzima di 
restrizione EcoRV per rimuovere i primer e successivamente separati 
su gel di agarosio. Le bande di peso molecolare compreso tra 600 e 
1500 nucleotidi sono state tagliate e estratte per il clonaggio. Il 
materiale estratto dalle bande è stato inserito in un vettore con cui è 
stato transfettato un ceppo di E. coli competente. I cloni provenienti 
dalle colonie sono stati sequenziati e le sequenze ottenute sono 
state inserite in banca dati per verificarne l’omologia con altre già 
conosciute.  
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Il primo pool di campioni analizzato era costituito da 28 campioni 
raccolti tra novembre e dicembre 2003; il secondo da 20 campioni 
prelevati nel marzo del 2004. Sono stati sequenziali in entrambe le 
direzioni 480 cloni della prima libreria, di cui 192 derivavano da RNA 
e 288 da DNA, e 384 cloni dalla seconda libreria (metà da RNA e 
metà da DNA). Scartate le sequenze del vettore e quelle ritenute non 
significative, sono rimaste 343 sequenze nella prima libreria e 306 
nella seconda. Di queste il 20% mostrava analogia con sequenze 
virali. Sono state trovate corrispondenze con 7 diverse specie virali: 3 
a DNA e 4 a RNA. Le sequenze mostravano una elevata omologia 
con il virus dell’influenza A, RSV, MPV e Adenovirus, e quindi 
rappresentavano virus già noti. Si è avuta una modesta omologia con 
la sequenza corrispondente a TTV, ma ciò è quasi sicuramente 
dovuto alla notevole eterogeneità genetica di questo gruppo di virus. 
Sequenze simili ai coronavirus di gruppo 2 e una sequenza simile ai 
parvovirus sono state ritrovate in entrambe le librerie. Le sequenze 
coronavirus-simili mostravano una notevole somiglianza con una 
sequenza di un virus identificato poco prima a Hong Kong e 
denominata HKU1. La sequenza nucleotidica simile ai parvovirus 
non era però significativamente omologa a nessuna delle sequenze 
presenti in banca dati. Lo studio della sequenza aminoacidica 
mostrava una elevata somiglianza con BPV e MCV (Allander et al., 
2005). 
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5.1.3. Analisi del genoma di BoV. 
 
Utilizzando la sequenza del clone è stato possibile realizzare una 
PCR specifica per questo nuovo virus. Testando tutti i componenti 
del pool sono stati individuati i singoli campioni positivi da cui si è 
potuta ricavare l’intera sequenza consensus. Questi isolati sono stati 
depositati col nome di Stockolm 1 e 2 (ST1 e ST2). La costruzione di 
un albero filogenetico ha confermato l’appartenenza di questi isolati 
al genere Bocavirus della famiglia Parvoviridae. Anche se ha solo il 
43% di omologia con MCV e il 42% con BPV nelle ORF principali, 
questo nuovo virus mostra la stessa organizzazione genomica dei 
due parvovirus animali, avendo una terza ORF centrale che codifica 
per la proteina non strutturale NP1, oltre alle due ORF principali 
tipiche di tutti i parvovirus. La ORF-NP1 mostra il 47% di omologia 
con quelle di BPV e MCV rafforzando questa classificazione. In 
conclusione questi isolati appartenevano a una specie non ancora 
caratterizzata facente parte del genere Bocavirus, per cui è stato 
proposto il nome di Bocavirus umano (BoV) (Allander et al., 2005). 
 
5.1.4. Incidenza dell’infezione da BoV. 
 
Immediatamente dopo la scoperta, per valutare la prevalenza e 
l’associazione clinica dell’infezione da BoV, 540 aspirati nasofaringei 
provenienti da pazienti ospedalizzati raccolti da novembre 2003 a 
ottobre 2004, sono stati testati con un saggio di PCR. La reazione di 
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PCR utilizzata amplificava un frammento di 354 nucleotidi della 
regione NP1 del genoma di BoV, regione questa che risultava 
identica fra ST1 e ST2 e molto più conservata delle altre regioni 
anche negli altri Bocavirus. Sono stati rinvenuti 17 campioni positivi, 
di cui 14 negativi per tutti gli altri virus respiratori. In base a questi 
risultati si è potuto affermare che BoV mostrava una prevalenza del 
3,1% e che il virus poteva essere un probabile agente eziologico di 
patologie respiratorie (Allander et al. 2005). 
 
5.1.5. Epidemiologia. 
 
Sebbene sia ancora argomento di studio, i dati raccolti fino ad ora 
indicano che BoV è un virus diffuso in tutto il mondo, con percentuali 
di prevalenza che vanno da un minimo di 1,5% a un massimo di 18% 
(Kaplan et al., 2006). L’infezione non mostra picchi di incidenza 
stagionale. I soggetti maggiormente esposti sembrano essere i 
bambini specialmente sotto ai 2 anni di età. L’infezione è stata 
riscontrata anche negli adulti. 
 
5.1.6. Associazione con la patologia. 
 
L’associazione fra l’infezione da BoV e una specifica manifestazione 
clinica non è ancora stata dimostrata. Il fatto che il virus si ritrovi 
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come unico agente virale in campioni di soggetti con gravi malattie 
respiratorie rende BoV fortemente sospettato di potere patogeno. 
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6. Scopo della tesi. 
 
 
? Valutare la presenza dell’infezione da BoV in una popolazione 
di pazienti con malattie respiratorie acute e croniche. 
 
? Valutare la frequenza dell’infezione da BoV in varie classi di 
età. 
 
? Ricercare la presenza di BoV in un gruppo di soggetti senza 
patologie respiratorie. 
 
? Indagare la stagionalità dell’infezione da BoV. 
 
? Valutare l’associazione fra infezione da BoV e severità della 
patologia respiratoria. 
 
? Ricercare la presenza di BoV in altri campioni biologici diversi 
da quelli respiratori. 
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1. Raccolta dei campioni. 
 
I 335 campioni respiratori inclusi nello studio sono stati ottenuti tra il 
gennaio del 2000 e il maggio del 2006. La maggior parte di essi 
(200) era costituita da tamponi nasali prelevati, dopo aver ottenuto il 
consenso informato dei genitori, da bambini al momento del ricovero 
nella Clinica Pediatrica dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana 
(AOUP). Altri 84 campioni provenivano da soggetti adulti ricoverati o 
sottoposti a visite di controllo presso altri reparti dell’AOUP. Di questi, 
22 erano tamponi nasali di pazienti sottoposti a controlli periodici per 
asma persistente e 62 erano broncolavaggi alveolari (BAL) di 
soggetti con polmonite o broncopolmonite. Inoltre durante visite di 
controllo sono stati raccolti 51 tamponi nasali in neonati (30) e 
bambini in età pre-adolescenziale sani (21), con le stesse modalità 
utilizzate per i soggetti affetti da malattie respiratorie. Dopo la 
raccolta, i tamponi nasali erano subito inviati al nostro laboratorio 
dove sono stati opportunamente trattati e conservati. 
Non sono stati eseguiti esami colturali specifici per l’individuazione e 
l’identificazione di batteri; la ricerca di patogeni è stata limitata ai soli 
agenti virali visto il loro ruolo prioritario nelle infezioni respiratorie. 
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1.1. Processamento dei tamponi nasali. 
 
I tamponi utilizzati per il prelievo delle secrezioni nasali sono stati 
prima pesati e poi inviati alla Clinica Pediatrica per la raccolta dei 
campioni dai bambini con malattie respiratorie. Per ottenere 
un’abbondante quantità di secrezione nasale, i tamponi sono 
introdotti nella cavità nasale dei soggetti, spinti verso il nasofaringe, e 
poi ruotati varie volte nel punto di massima resistenza. Al momento 
dell’arrivo nel nostro laboratorio, i tamponi sono stati nuovamente 
pesati per valutare il peso della secrezione respiratoria prelevata e 
calcolare l’opportuna diluizione da effettuare con soluzione 
fisiologica, necessaria per recuperare tutto il materiale. 
Successivamente i tamponi sono stati vortexati e spremuti in modo 
da recuperare quanto più materiale possibile. Il tutto è stato aspirato 
e conservato a -80°C. 
Alcuni tamponi, soprattutto quelli utilizzati per il prelievo negli adulti, 
sono pervenuti al nostro laboratorio senza essere stati 
precedentemente pesati. In questo caso il materiale biologico è stato 
diluito sempre con una quantità standard di soluzione fisiologica 
(500µl). Dopo centrifugazione, l’eluato è stato aspirato e conservato 
a -80°C fino al momento dell’utilizzo. 
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2. Estrazione del DNA virale. 
 
Per l’estrazione del DNA virale è stato utilizzato il kit commerciale 
“QIAamp DNA Mini kit” (QIAgen, Chatsworth, CA), che consente di 
purificare il DNA totale (genomico, mitocondriale e virale) 
direttamente da sangue intero, plasma, siero, fluidi corporei, linfociti, 
colture cellulari e tessuti e che è già stato utilizzato in lavori 
precedenti (Maggi et al., 1999; Maggi et al., 2003°). 
Il volume iniziale di fluido nasale richiesto per l’estrazione, come 
previsto dal protocollo, è 200µl. A questa quantità di campione 
vengono aggiunti 200µl del buffer di lisi AL e 20µl di proteinasi K 
(20mg/ml) in una provetta per microcentrifuga da 1,5ml. Per 
ottimizzare il funzionamento di tali reagenti è necessario vortexare la 
miscela prima di incubarla a 56°C per 10 minuti. Subito dopo si 
effettua una breve centrifugata per eliminare ogni residuo di miscela 
dal tappo delle provette e si aggiungono 200µl di etanolo (96-100%) 
che consente la precipitazione del DNA. La miscela così ottenuta si 
trasferisce nell’apposita colonnina di estrazione (QIAamp spin 
column), e si centrifuga per 1 minuto a 6000 x g a temperatura 
ambiente. La colonnina fornita dal kit di estrazione contiene al suo 
interno una membrana di gel di silice che presenta elevata affinità 
per gli acidi nucleici. Il DNA infatti, grazie alle condizioni di pH e 
salinità del lisato, garantite dai vari trattamenti, si legherà alla 
membrana della colonna, lasciando fluire nell’apposito tubino di 
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scarico le proteine ed eventuali contaminanti che potrebbero 
interferire con i successivi passaggi di amplificazione. Dopo aver 
scaricato il filtrato, il DNA legato alla membrana viene sottoposto ad 
un primo lavaggio con 500µl di buffer AW1 (20mM di NaCl, 2mM di 
Tris-HCl, pH 7,5 e 57% etanolo) seguito da una centrifugazione a 
6000 x g per 1 minuto. Successivamente si effettua un secondo 
lavaggio con 500µl di buffer AW2 che differisce dal precedente solo 
nel contenuto di alcol (etanolo 70%), e si centrifuga alla massima 
velocità (20000 x g ) per 3 minuti, per evitare che residui di tampone 
inibiscano le successive fasi di amplificazione. Questi lavaggi hanno 
lo scopo di rimuovere ogni tipo di contaminazione possibile. Infine la 
colonnina viene trasferita in una provetta pulita destinata a 
raccogliere l’eluato. E’ necessario aggiungere 50-55µl di buffer AE di 
eluizione (19mM di Tris-Cl, 0,5mM di EDTA, pH 9,0) al centro della 
colonnina lasciandolo agire per qualche minuto a temperatura 
ambiente. Successivamente si centrifuga a 6000 x g per 1 minuto di 
modo che il DNA legato alla membrana scenda insieme al buffer di 
eluizione nella nostra provetta in cui verrà conservato a -80°C fino al 
momento dell’utilizzo. 
Effettuando l’estrazione dall’essudato diluito il DNA ottenuto sarà 
quasi esclusivamente di origine virale, mentre da un tampone totale 
o da cellule, l’eluato conterrà anche il DNA genomico dell’ospite. 
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3. Esami di routine per la ricerca di altri virus. 
 
I campioni sono stati sottoposti alla ricerca sistematica dei virus 
respiratori come adenovirus, citomegalovirus, virus dell’influenza e 
della parainfluenza, virus respiratorio sinciziale, metapneumovirus e 
rinovirus, con l’immunofluorescenza diretta, il saggio 
immunoenzimatico e la coltura rapida su shell vials. Per la ricerca di 
rinovirus e del metapneumovirus si è ricorso all’utilizzo di un saggio 
di PCR. 
 
3.1. Immunofluorescenza. 
 
L’immunofluorescenza diretta ha lo scopo di evidenziare la presenza 
di antigeni virali direttamente nel campione tramite l’utilizzo di 
anticorpi legati a molecole fluorescenti. Nel caso del tampone nasale, 
con questa metodica, si possono ricercare contemporaneamente gli 
antigeni dei virus influenzali, parainfluenzali, adenovirus e VRS. Il 
tampone nasale, dopo l’aggiunta di una soluzione salina (PBS) di 
lavaggio, viene vortexato con lo scopo di recuperare tutte le cellule 
presenti. Tutto il materiale ottenuto viene aspirato e trasferito in una 
provetta da 15ml che viene posta in centrifuga (GT422 JOUAN) a 
1200 rpm per 8 minuti per la pelletizzazione. Dopo aver scartato il 
surnatante e risospeso delicatamente il pellet, si effettua un altro 
lavaggio come il precedente. Il pellet rimasto sul fondo della provetta 
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viene prelevato con una pipetta e distribuito goccia a goccia su un 
apposito vetrino dove viene lasciato asciugare. L’adesione delle 
cellule epiteliali al vetrino viene garantita dalla fissazione in acetone 
glaciale mantenuto a -20°C. Il vetrino viene poi posizionato in una 
camera umida e ogni “pozzetto” viene ricoperto con l’anticorpo virus-
specifico e incubato per 30 minuti a 37°C. Dopo aver lavato per 
eliminare i residui di anticorpo, il vetrino viene montato e osservato al 
microscopio a fluorescenza: la presenza di cellule fluorescenti indica 
la presenza di infezione.  
 
3.2. Saggio immunoenzimatico. 
 
Nel caso del VRS può essere utilizzato un test 
immunocromatografico in cui anticorpi monoclonali altamente 
sensibili vengono immobilizzati in strisce distinte su un supporto di 
nitrocellulosa. Come già descritto precedentemente i tamponi 
necessitano di una fase preliminare di preparazione mentre i lavaggi 
e gli aspirati nasali possono essere usati come tali. Il campione viene 
depositato sulla striscia e lasciato incubare a temperatura ambiente. 
Se in esso sono presenti antigeni virali questi si legheranno agli 
anticorpi monoclonali presenti sul supporto permettendo all’enzima 
(perossidasi) di agire sul suo substrato provocando una reazione 
colorimetrica. Se dopo 15 minuti si vedono strisce di colore rosa o 
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violaceo il risultato del test è positivo. La validità del test è garantita 
dal viraggio della striscia di controllo. 
 
3.3. Coltura rapida in Shell-Vials. 
 
Per le indagini di tipo colturale il tampone, dopo che è stato utilizzato 
per il prelievo, viene immerso in una soluzione di trasporto formata 
da terreno (MEM= minimum essential medium), antibiotici e 
antifungini. Giunto in laboratorio viene vortexato e il sovranatante 
può essere usato come inoculo per le colture cellulari che sono 
adese su vetrini. L’infezione avviene mediante centrifugazione a 
4000 rpm (GT422 JOUAN) per 45 minuti. Anche il broncolavaggio 
alveolare può essere utilizzato come inoculo dopo essere stato 
incubato 30 minuti con una soluzione di antibiotici e 
successivamente filtrato. Dopo due giorni di coltura si può osservare 
se ci sia stata propagazione virale nella coltura cellulare trattando il 
vetrino con uno specifico anticorpo fluoresceinato e osservando al 
microscopio l’eventuale presenza di cellule fluorescenti infette. 
 
3.4. Estrazione dell’RNA virale. 
 
Per l’amplificazione del genoma di virus a RNA come i rinovirus e il 
metapneumovirus è stato necessario utilizzare una diversa metodica 
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di estrazione che permette di recuperare, oltre al DNA, anche tutto 
l’RNA presente. 
L’RNA virale è stato estratto utilizzando il kit commerciale “QIAamp 
RNA Viral Mini kit” che consente di purificare gli acidi nucleici virali 
da plasma, siero e fluidi corporei privi di cellule. L’RNA mostra una 
maggiore suscettibilità alla degradazione rispetto al DNA. Le DNasi 
infatti sono facilmente inattivate da agenti chelanti e dalla 
sterilizzazione in autoclave.  
Le RNasi al contrario resistono all’ebollizione prolungata e alla 
sterilizzazione in autoclave e sono attive entro un ampio range di pH. 
Quindi prima di estrarre l’RNA è necessario adottare delle 
precauzioni allo scopo di evitare qualsiasi contaminazione. Si 
utilizzano soluzioni e materiali sterili monouso RNasi-free; si 
indossano sempre guanti per evitare di introdurre nelle soluzioni 
RNasi batteriche e cellulari; si utilizzano pipette, puntali, provette, 
reagenti e tamponi esclusivi per l’estrazione dell’RNA. L’estrazione 
ha inizio con una incubazione per 10 minuti a temperatura ambiente 
del campione con il buffer di lisi AVL, precedentemente preparato, le 
cui condizioni sono altamente denaturanti e garantiscono 
l’inattivazione delle RNasi. Il buffer AVL viene utilizzato dopo 
l’aggiunta del carrier poli A che ha il compito di facilitare il legame 
dell’RNA virale alla membrana della colonnina di estrazione e limita 
la degradazione dell’acido nucleico in caso di eventuali attività 
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residue di RNasi. Successivamente, per consentire la precipitazione 
dell’RNA, si aggiunge etanolo (96-100%), e dopo aver trasferito la 
miscela nelle apposite colonnine di estrazione si procede con i 
lavaggi: un primo lavaggio viene effettuato con il buffer AW1 seguito 
da un lavaggio con il buffer AW2. Infine si effettua l’eluizione con il 
buffer AVE contenente sodio azide (0,04%), dopo averlo lasciato ad 
incubare con la membrana della colonna per un minuto a 
temperatura ambiente. L’eluato così ottenuto viene conservato a -
80°C fino al momento dell’utilizzo. 
 
3.5. Analisi in PCR-Real Time. 
 
Per verificare la presenza, nei fluidi nasali dei soggetti in studio, di 
altri virus quali rinovirus e metapneumovirus, è stato utilizzato un 
sistema per analisi in PCR Real-Time (Light Cycler). 
Light Cycler è uno strumento che consente di effettuare sedute di 
PCR Real-Time: le sedute prevedono una amplificazione dell’acido 
nucleico e contemporaneamente la rivelazione del risultato sul video 
in tempo reale. Grazie all’utilizzo di capillari di vetro borosilicato e allo 
scambio termico tramite aria, i tempi totali di reazione sono molto 
ridotti. La rivelazione si basa sulla lettura in tempo reale della 
fluorescenza emessa dai prodotti di amplificazione, direttamente nel 
capillare; la lettura avviene ad ogni ciclo su canali di lettura diversi. 
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Utilizzando kit standardizzati si possono effettuare analisi di melting, 
quantificazioni della carica virale e studi dell’espressione genica. I kit 
Light Cycler utilizzano il principio delle sonde FRET (Fluorescence 
Risonance Energy Transfer); nella fase di appaiamento di ogni ciclo 
di PCR insieme ai primer si posizionano sulla sequenza target anche 
due sonde specifiche marcate con fluorofori: quando si appaiano in 
posizione adiacente si ha emissione di fluorescenza. Nelle analisi di 
quantificazione il segnale fluorescente è proporzionale alla quantità 
di amplificato e aumenta con il progredire della reazione di 
amplificazione. 
 
 
4. Saggio di PCR. 
 
La PCR (Polymerase Chain Reaction) è un metodo attraverso il 
quale è possibile amplificare in vitro e in modo esponenziale una 
sequenza di acido nucleico presente in un campione di DNA. La 
reazione richiede la conoscenza a priori delle sequenze adiacenti 
alla regione da amplificare, per poter sintetizzare degli oligonucleotidi 
(primer) complementari alle sequenze stesse. I primer, in genere di 
lunghezza compresa tra i 20-30 nucleotidi, dopo essersi legati alle 
sequenze bersaglio funzionano da molecole iniziatrici del processo di 
sintesi del DNA. La PCR prevede una serie di cicli in cui vengono 
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realizzate una fase di denaturazione, nella quale il campione viene 
riscaldato a 95°C allo scopo di separare la doppia elica del DNA in 
due singoli filamenti, una fase di appaiamento ad una temperatura 
variabile dai 50° ai 70°C in cui i primer si legano alle regioni 
complementari, ed infine una fase di sintesi a 70-75°C, che avviene 
ad opera dell’enzima DNA polimerasi (Figura 1). Di solito un ciclo 
completo prevede un’estensione finale a 72°C per 5-15 minuti 
affinché i prodotti parzialmente amplificati possano essere 
completati. Dopo circa 25 cicli in cui vengono ripetute le fasi 
precedentemente descritte all’interno di un termociclizzatore 
programmabile in modo automatico, i prodotti della PCR 
comprenderanno oltre al DNA di partenza circa 105 copie della 
sequenza bersaglio specifica.  Esistono però numerose variabili che 
condizionano la reazione di amplificazione. La polimerasi utilizzata 
nelle prime versioni della tecnica è stata la DNA polimerasi I di 
Escherichia Coli, dotata di attività ottimale alla temperatura di 37°C e 
termolabile ad alte temperature, fatto che rendeva necessaria 
l’aggiunta di nuovo enzima ad ogni ciclo. A questo inconveniente si è 
potuto ovviare con la scoperta di DNA polimerasi termostabili, 
resistenti alla temperatura di denaturazione e con un’attività ottimale 
a 72°C. La prima DNA polimerasi termostabile ad essere introdotta 
sul mercato è stata la Taq DNA polimerasi estratta dal batterio 
Thermus Acquaticus. Ciascuna delle tre fasi della reazione di 
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amplificazione è caratterizzata da strette condizioni termodinamiche 
(temperatura e tempo di ciascuna fase), dalle quali dipende la 
riuscita del ciclo di amplificazione. Una delle cause di insuccesso 
della PCR è l’incompleta denaturazione del DNA bersaglio e dei 
prodotti di reazione. La temperatura e la durata di questa fase 
dipendono dalla natura del DNA bersaglio: lunghezza, composizione 
percentuale in G+C. Condizioni tipiche di denaturazione sono 94-
95°C per 30-60 secondi o 96-97°C per 15 secondi. Temperature più 
elevate si rendono necessarie nel caso di bersagli particolarmente 
ricchi in GC; si deve però tenere presente che temperature eccessive 
determinano la perdita di attività della polimerasi: la Taq polimerasi 
ha un emivita che diminuisce progressivamente con l’aumentare 
della temperatura. La temperatura e la durata della fase di 
appaiamento (annealing) dipendono dalla concentrazione, dalla 
lunghezza e composizione in basi dei "primer". Dal punto di vista 
strutturale un "primer" ideale deve avere una lunghezza compresa 
tra i 18 ed i 28 nucleotidi ed una composizione in G +C tra il 50 ed il 
60%. Queste condizioni garantiscono una temperatura di fusione 
(Tm= "melting temperature") tra i 50 e gli 80°C secondo la formula 
semplificata di determinazione: Tm = 4 ( G+C ) + 2 ( A+T ). Si deve 
evitare l’uso di "primer" che presentino complementarità all’estremo 
3’, perché in tal caso si possono formare dei dimeri tra i "primer" che 
riducono la resa del prodotto desiderato; si devono inoltre evitare 
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"primer" con sequenze palindrome e con strutture secondarie estese. 
Una considerazione generale è che i "primer" devono essere 
sufficientemente complessi affinché la probabilità di ibridare 
sequenze diverse da quella voluta sia estremamente bassa. Uno 
schema generale prevede l’uso di una temperatura di accoppiamento 
("annealing") Ta circa 5°C più bassa della Tm dei due "primer" 
utilizzati, inoltre l’incremento di 1°C, in ciascun ciclo, della 
temperatura di "annealing" porta ad un aumento di specificità di 
amplificazione e di resa per prodotti di lunghezza inferiore a 1 Kb. I 
quattro deossiribonucleotidi devono essere bilanciati nella miscela 
affinché non diminuisca la fedeltà replicativa da parte della Taq 
polimerasi. Inoltre, essenziale per la PCR è lo ione magnesio (Mg2+), 
che influenza l’attività dell’enzima aumentando la temperatura di 
denaturazione del DNA bersaglio, condiziona l’attacco dei "primer" 
stabilizzando l’ibrido molecolare e forma complessi solubili con i 
dNTPs che sono i veri substrati riconosciuti dalla DNA polimerasi. 
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Fig. 1. Schema generale della PCR (polymerase chain reaction) 
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4.1. Reazione di PCR per BoV. 
 
I fluidi nasali dei soggetti dello studio, dopo essere stati estratti, sono 
stati analizzati mediante un saggio di PCR che consente di 
amplificare un frammento di 291 nucleotidi della regione NS1 del 
genoma di BoV. Varie prove hanno dimostrato che questa reazione 
raggiunge la resa ottimale utilizzando il kit HotStartTaq (QIAgen) in 
accordo coi risultati ottenuti da Sloots et al.(2006). Questo kit 
comprende una master mix alla quale bisogna aggiungere solo il 
campione e i primer e poi portare a volume con acqua deionizzata. In 
essa infatti sono già presenti il buffer di reazione, il magnesio, i dNTP 
e la DNA polimerasi nelle opportune concentrazioni. Il nome del kit 
deriva proprio dalla particolarità della polimerasi che necessita di una 
attivazione ad alte temperature mentre rimane piuttosto stabile a 
temperatura ambiente. Dopo questa fase di attivazione a 95°C per 
15 minuti sono necessari 45 cicli amplificazione caratterizzati da una 
fase di denaturazione a 94°C per 20 secondi, una di appaiamento dei 
primer a 56°C per 20 secondi e una fase di allungamento a 72°C per 
30 secondi a cui si fa seguire una ulteriore estensione finale di 15 
minuti, sempre a 72°C, per completare la sintesi di frammenti 
eventualmente rimasti tronchi. I primer utilizzati per questa reazione 
sono: BoV01.2, primer senso con sequenza 5’-
TATGGCCAAGGCAATCGTCCAAG-3’; che riconosce una regione 
compresa tra i nucleotidi 1475 e 1497, e BoV02.2, primer antisenso 
 72
Matt err ii all ii   e  Mett odii   
con sequenza 5’-GCCGCGTGAACATGAGAAACAGA-3’ che si lega 
in posizione 1743-1765. Il frammento amplificato da questa reazione 
di PCR è compreso dunque fra i nucleotidi 1475 e 1765 del genoma 
di BoV. 
I saggi di PCR sono eseguiti mediante l’uso di termociclizzatori 
automatici (Perkin/Elmer 9600, Cetus Corporation, Norwalk, CT, 
USA). Per verificare la presenza di falsi positivi in ogni reazione di 
amplificazione sono stati inseriti dei controlli negativi aggiungendo 
nella miscela al posto dell’estratto acqua deionizzata. Sono inoltre 
stati utilizzati dei controlli positivi per essere sicuri della validità della 
reazione. Ogni campione è stato esaminato in duplicato e ripetuto nel 
caso di risultati discordanti. 
Successivamente i prodotti di PCR ottenuti sono stati controllati 
mediante corsa elettroforetica utilizzando 15µl di amplificato miscelati 
con 3µl di colorante. La corsa è effettuata su un gel di agarosio al 3% 
colorato con bromuro di etidio e le bande separate vengono 
visualizzate ad un transilluminatore. Per verificare le giuste 
dimensioni degli amplificati è impiegato un adeguato marcatore di 
peso molecolare.  
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5. Corsa elettroforetica su gel di agarosio. 
 
L’elettroforesi su gel di agarosio è un metodo semplice e veloce che 
permette di separare, e quindi identificare, frammenti di DNA in base 
al loro peso molecolare. I frammenti migrano, nel campo elettrico che 
attraversa il gel, dal polo negativo a quello positivo, in funzione delle 
cariche elettriche conferitegli dai gruppi fosfato. 
La velocità di migrazione dipende: 
? dalle dimensioni dei frammenti 
? dalla percentuale dell’agarosio nel gel 
? dal voltaggio applicato. 
Frammenti lineari più piccoli migrano più velocemente rispetto a 
quelli più grandi, mentre a parità di peso molecolare, il DNA circolare 
migra più velocemente di un DNA lineare, in quanto assume una 
conformazione detta superavvolta (super coiled DNA).  
L'agarosio è un polisaccaride lineare costituito da unità di base 
ripetute di agarobiosio intercalate da unità alternate di galattosio e 
3,6-anidrogalattosio. Esso è uno dei costituenti dell'agar, una miscela 
di polisaccaridi isolati da alcune specie di alghe marine rosse e viene 
normalmente utilizzato sotto forma di gel. Il gel viene preparato 
sciogliendo al calore una quantità variabile di agarosio (dallo 0,6% al 
4% in base a dimensioni decrescenti dell’amplificato) nel buffer TAE 
1X (Tris acetato 50X; 242g Tris base; 57,1ml di acido acetico 
glaciale; 100ml EDTA 0.5M pH 8), il quale è utilizzato anche come 
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tampone di corsa. La miscela ottenuta viene colata in un apposito 
“lettino” per elettroforesi orizzontale e lasciata polimerizzare a 
temperatura ambiente per 10-15 minuti. Gli amplificati prima della 
corsa vengono miscelati con un “loading buffer” (0,25% blu di 
bromofenolo; 0,25% xilene cianolo; 30% glicerolo) in un rapporto di 
1:6. Tale buffer è un colorante con la duplice funzione di facilitare la 
visualizzazione della corsa elettroforetica  e di appesantire i campioni 
agevolandone la deposizione sul fondo del pozzetto del gel, grazie 
alla presenza del glicerolo in esso contenuto. Il supporto contenente 
il gel solidificato viene immerso nel tampone di corsa della cella 
elettroforetica e, applicando una differenza di potenziale compresa 
tra i 60 e i 120 volts, ha inizio la migrazione delle cariche che si 
protrarrà per un tempo variabile a seconda del tipo di separazione 
desiderata. Le molecole lineari di DNA, che possiedono a pH 7 una 
carica netta negativa, migrano verso l’anodo con velocità 
elettroforetiche inversamente proporzionali al logaritmo del loro peso 
molecolare, ovvero in base alla lunghezza in paia basi. 
La visualizzazione dell’acido nucleico, realizzata osservando il gel 
con un transilluminatore (Fotodyne), è resa possibile attraverso la 
colorazione del gel con il bromuro di etidio, un sale capace di 
intercalarsi e legarsi alle basi di DNA. Il bromuro di etidio, sottoposto 
ad illuminazione con luce ultravioletta, alla lunghezza d’onda 
compresa tra 254 e 306nm, emette una tipica fluorescenza 
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rosa/arancione che diventa particolarmente pronunciata in quei punti 
del gel dove il colorante si è legato al DNA. Le dimensioni dei 
frammenti così rilevati sono calcolate in base ad opportuni marcatori 
di peso molecolare che vengono corsi contemporaneamente ai 
campioni. 
 
 
                              
                                                                         
                                                                         
 
 Marcatore di peso 
                                                                      molecolare 
 
 
 
Fig. 2. Foto di una corsa elettroforetica su gel di agarosio 
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6. Estrazione di DNA da gel di agarosio. 
 
Con tale procedura è possibile estrarre singoli frammenti di DNA da 
gel, dopo averli separati mediante una corsa elettroforetica su gel di 
agarosio all’1,5%. Questo metodo permette di eluire frammenti di 
DNA da gel ottenuti mediante amplificazione per PCR. Dopo aver 
effettuato la corsa elettroforetica, per un tempo sufficiente a garantire 
una buona separazione dei frammenti, si procede all’escissione della 
banda, visibile al transilluminatore UV con un bisturi sterile.  
Per il protocollo di estrazione abbiamo utilizzato il kit commerciale 
QIAquick Spin Hand (QIAGEN), che tramite variazioni di pH, ha 
permesso in un primo momento l’adesione dei frammenti amplificati 
a una membrana di gel di silice e successivamente il rilascio di questi 
nell’eluato. Dopo aver pesato la banda ritagliata dal gel con una 
bilancia di precisione, in base al peso è stata calcolata la quantità di 
buffer QG necessaria per la completa solubilizzazione del gel e per il 
successivo legame del DNA alla membrana della colonna. Come 
riportato nel protocollo del kit si usano 3 volumi del buffer QG per 
ogni volume di gel. Il buffer QG contiene un indicatore di pH che 
rende semplice la visualizzazione del pH ottimale per il legame al 
DNA (al valore di pH ≤ 7.5, in cui si ha l’assorbimento della maggior 
parte degli acidi nucleici, il buffer appare di colore giallo). In seguito 
all’aggiunta del buffer al gel si procede ad un incubazione a 50°C per 
10 minuti. Al fine di incrementare la resa dell’estrazione si aggiunge 
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un volume di isopropanolo in rapporto al peso del gel. A questo 
punto la  miscela viene trasferita in colonnine (QIAquick column) e 
sottoposta ad una centrifugazione di 12000 x g per 1 minuto. Con 
questo passaggio il DNA rimane adeso al filtro, mentre i primer e i 
nucleotidi derivanti dalla reazione di PCR e altre possibili impurità 
fluiscono nella provetta di scarico. Al termine della centrifugata, 
scaricato l’eluato, si esegue un lavaggio aggiungendo 750µl di buffer 
PE e centrifugando a 12000 x g per 1 minuto. Questa procedura è 
necessaria affinché l’etanolo contenuto nel buffer PE elimini ogni 
residuo di sali. Per eliminare completamente il buffer PE si effettua 
una centrifugazione aggiuntiva a 12000 x g per 1 minuto. Infine le 
colonnine vengono trasferite in eppendorf pulite e si eluisce il tutto 
con 40µl di buffer EB (10mM TRIS/HCl; pH 8,5). Anche l’efficienza 
dell’eluizione è strettamente dipendente dalla concentrazione salina 
e dal pH: a differenza di quanto avviene per l’assorbimento, 
l’eluizione è più efficiente in condizioni basiche e a bassa 
concentrazione salina. Dopo aver incubato a temperatura ambiente 
per qualche minuto, si centrifuga a 12000 x g per 1 minuto. L’eluato 
così ottenuto contiene tutti i frammenti di DNA purificati. 
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7. Sequenziamento. 
 
Tutti gli amplificati risultati positivi per BoV sono stati sequenziati per 
conferma e per dimostrare la specificità del saggio di PCR utilizzato. 
Le sequenze sono state ottenute utilizzando lo strumento ABI PRISM 
373 DNA Sequencer (PE, Biosystem) e il kit Big Dye Terminator 
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA). La 
reazione di sequenziamento è stata effettuata su un frammento di 
245 nucleotidi e la sequenza ottenuta è stata poi allineata con le altre 
sequenze di BoV già presenti in GenBank utilizzando l’algoritmo del 
“neighbour-joining” del programma MEGA (versione 3.1) 
 
7.1. Descrizione della metodica. 
 
Grazie all’appaiamento specifico delle basi una doppia elica di DNA 
mantiene una struttura uniforme indipendentemente dalla sequenza 
di basi che la compone. La differenza tra molecole diverse di DNA 
sta nella sequenza delle basi e non in differenze strutturali quindi la 
massima informazione sulla struttura di una molecola di DNA si può 
ottenere determinandone la sequenza. La conoscenza delle 
proprietà fisico-chimiche degli acidi nucleici ha reso possibile la 
messa a punto di due tecniche diverse per la determinazione della 
sequenza di basi di un tratto di DNA che prendono il nome dai loro 
scopritori: A.M. Maxam e W. Gilbert per il ‘metodo chimico’ e F. 
 79
Matt err ii all ii   e  Mett odii   
Sanger per quello ‘enzimatico’. Entrambi i metodi di sequenziamento 
hanno un principio comune. In ogni metodo viene generata una serie 
di frammenti di DNA a singolo filamento, ciascuno più lungo di una 
base rispetto al precedente. Molecole di DNA aventi la stessa 
sequenza ma che differiscono in lunghezza anche di una sola base 
possono essere separate mediante elettroforesi su gel di 
poliacrilammide. Le bande corrispondenti a molecole di dimensioni 
crescenti formano una scaletta che può essere seguita per una 
lunghezza in genere di circa 300-500 nucleotidi. 
Nel metodo chimico un frammento di DNA, precedentemente 
marcato con P32 radioattivo ad un’unica estremità, viene aliquotato 
in quattro provette diverse, modificato chimicamente in modo 
specifico a livello di una delle quattro basi (A, C, T, G) e 
successivamente tagliato dalla piperidina in presenza di calore 
ovunque ci sia una base modificata. Le molecole trattate in questa 
maniera vengono sottoposte ad elettroforesi ed evidenziate mediante 
autoradiografia. Ciascuna molecola formerà una banda la cui 
lunghezza dipenderà dalla distanza tra il sito di rottura e l’estremità 
marcata.  
Il metodo di “sequenziamento enzimatico” di Sanger è quello ormai 
più usato (Sanger et al.,1977), detto anche sistema dei 
dideossinucleotidi. La reazione di sequenziamento avviene tramite la 
sintesi di DNA usando uno o più nucleotidi marcati ed un solo primer 
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complementare ad una porzione del frammento di DNA da 
sequenziare. Oltre ai normali precursori nucleotidici (dNTPs) la 
sintesi del DNA avviene anche in presenza di dideossinucleotidi 
base-specifici (ddNTPs) che mancano di un gruppo ossidrile al 3’ e al 
2’. I ddNTP vengono incorporati senza problemi nella catena 
nascente di DNA ma ne arrestano l’ulteriore allungamento. Anche in 
questo metodo si divide il materiale in quattro aliquote e si portano 
avanti quattro reazioni diverse. In ognuna delle quattro aliquote c’è 
ovviamente un ddNTP diverso e di conseguenza in ognuna delle 
quattro aliquote la sintesi si arresta dopo una specifica base.  
I ddNTP sono aggiunti in quantità limitata così che vengono inseriti 
con una certa frequenza e non in tutte le posizioni. La miscela di 
molecole di diversa lunghezza, specifiche per A per esempio, viene 
caricata, dopo aver effettuato una fase di amplificazione, in una 
corsia del gel mentre le altre tre specifiche per G, C e T, vengono 
caricate nelle tre corsie adiacenti. Dopo l’elettroforesi e l’esposizione 
radiografica la sequenza può essere letta. L’accuratezza della 
metodica del sequenziamento può essere aumentata sequenziando 
indipendentemente i due filamenti di DNA e le due sequenze 
ottenute devono essere esattamente complementari. Il metodo di 
Sanger si presta all’automazione. Esistono infatti oggi delle macchine 
automatiche (i più diffusi sono sequenziatori capillari) in grado 
determinare le sequenze di frammenti di DNA a doppia o singolo 
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filamento di frammenti di PCR sfruttando la fluorescenza. Queste 
procedure usano primer (marcatura del DNA in 5’) o ddNTP 
(marcatura del DNA in 3’) legati a fluorofori diversi che emettono 
fluorescenza diversa. Il risultato di questa reazione produrrà dei 
frammenti di DNA nei quali le diverse basi saranno identificate da 
quattro colori diversi che reagiscono alla luce emettendo una propria 
fluorescenza, ciò permette di effettuare le quattro reazioni in una 
provetta unica ed il caricamento di un unico pozzetto. In sostanza, 
durante l’elettroforesi il campione viene colpito da una sorgente 
luminosa (laser) ed emette una fluorescenza che viene rilevata da un 
sensore; il segnale elaborato da un opportuno software mostra in 
forma grafica a quattro colori la sequenza del DNA. 
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Esempio: 
 
7.2. Reazione di sequenza. 
 
La metodica di sequenziamento precedentemente descritta, prevede 
una fase di amplificazione seguita da un processo di elettroforesi. 
La reazione di amplificazione prevede l’utilizzo di una miscela 
precostituita detta Mix Terminator Ready Reaction (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) contenente tutti gli elementi necessari 
alla reazione, alla quale vengono aggiunti il primer e il campione da 
sequenziare. Tale miscela contiene la AmpliTaq DNA polimerasi FS, 
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che è un enzima simile a quello prodotto dal Thermus Aquaticus, ad 
eccezione di due mutazioni sito specifiche introdotte. Una di queste 
mutazioni è localizzata nel sito catalitico dell’enzima e causa la 
sostituzione dell’aminoacido fenilalanina con una tirosina, 
determinando così un aumento della costante di associazione nei 
confronti dei dideossinucleotidi, che rappresentano un substrato non 
naturale per l’enzima. L’altra mutazione si trova nel dominio amino-
terminale ed elimina l’attività nucleasica 5’→ 3’. L’enzima viene 
associato ad una pirofosfatasi stabile al calore che determina la 
scissione del pirofosfato inorganico generato nella formazione del 
legame fosfodiestere durante l’estensione del filamento di DNA 
impedendone l’accumulo. Un’elevata concentrazione di questa 
molecola favorirebbe la reazione inversa alla polimerizzazione: i 
nucleosidi marcati potrebbero essere staccati dal filamento in 
crescita e sostituiti da quelli non marcati. La Mix Terminator oltre alla 
polimerasi FS, contiene anche un tampone Tris-HCl pH 9, MgCl2, 
deossinucleosidi trifosfato (dATPs, dCTPs, dUTPs, dITPs) e i quattro 
dideossinucleotidi marcati.  
La miscela di reazione del volume totale di 20µl è così composta: 
? 4µl di Terminator Ready Mix, 
? 3,2µl di primer a concentrazione 1µM, 
? x µl di campione da valutare in seguito alla concentrazione 
di DNA presente, 
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? y µl di acqua deionizzata per raggiungere il volume totale. 
La miscela viene successivamente introdotta in un termociclizzatore 
e sottoposta ad un programma di 25 cicli secondo il seguente 
schema: 
? Fase di denaturazione: 10 secondi a 96°C, 
? Ibridazione del primer: 5 secondi a 50°C, 
? Fase di estensione: 4 minuti a 60°C. 
Il prodotto di PCR così ottenuto deve essere purificato prima di 
procedere con l’elettroforesi. 
 
7.3. Purificazione della reazione di sequenza. 
 
I prodotti di PCR ottenuti devono essere purificati da eventuali residui 
di tampone, sali, nucleotidi marcati non incorporati ecc. i quali 
potrebbero interferire con la rivelazione della fluorescenza durante 
l’elettroforesi. Tale purificazione viene condotta utilizzando le 
colonnine Centri-Sep (Princeton Separation) le quali sono costituite 
da un gel liofilizzato che deve essere idratato con 800µl di acqua 
deionizzata; si ottiene in questo modo un mezzo di purificazione che 
permette un’ottima separazione dei frammenti di DNA. E’ necessario, 
in questa fase di idratazione, accertarsi che nella colonna non si 
formino bolle, poiché queste potrebbero impedire un corretto 
processo di purificazione. Dopo aver lasciato le colonnine ad idratare 
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per circa 30 minuti, si elimina l’acqua in eccesso per sgocciolamento 
e in un secondo momento eseguendo una centrifugata a 650 x g per 
2 minuti. A questo punto si trasferisce la miscela proveniente dalla 
reazione di amplificazione al centro delle colonnine contenenti il gel 
idratato e si centrifuga nuovamente a 650 x g per 2 minuti, ottenendo 
così il campione purificato dai prodotti di scarto. Successivamente 
5µl del campione sono trasferiti in tubini e diluiti con 15µl di acqua 
deionizzata, i tubini vengono chiusi con appositi tappi che 
impediscono l’evaporazione del campione. 
Infine il DNA viene sottoposto a denaturazione alla temperatura di 
94°C per circa 2 minuti; subito dopo i tubini vengono posti in ghiaccio 
per impedire ai singoli filamenti di DNA di riappaiarsi: i campioni sono 
pronti per il processo di elettroforesi. 
 
7.4. Elettroforesi. 
 
I frammenti di DNA denaturati vengono sottoposti all’analisi eseguita 
dal sequenziatore automatico ABI PRISM 310 DNA Sequencer. Tale 
strumento è composto da due unità: una camera elettroforetica 
dotata di un raggio laser fisso e un computer esterno collegato alla 
camera, corredato di un software in grado di analizzare l’emissione 
della fluorescenza. La camera elettroforetica è costituita da una zona 
contenete un carrello removibile sul quale vengono posizionati i tubi 
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con la miscela da sottoporre al sequenziamento, i contenitori del 
tampone e dell’acqua deionizzata, il catodo ed un’estremità del 
capillare in cui avviene l’elettroforesi. Un’altra zona presenta un 
contenitore per il tampone di corsa in cui è posto l’anodo ed un 
sistema costituito da una siringa che inietta il polimero nel capillare. 
Infine vi è una zona di rilevazione, dove il capillare giunge in 
prossimità del raggio laser, per cui i fluorocromi dei campioni che 
migrano verso l’anodo si eccitano ed emettono fluorescenza. Per 
generare la differenza di potenziale necessaria per la corsa 
elettroforetica, il tampone di corsa (Genetic Analyzer buffer) deve 
essere a contatto con il capillare e con gli elettrodi. Il polimero 
utilizzato è il Performancer Optimizer Polymer 6% (POP-6). 
Quest’ultimo riempie completamente il capillare costituito da un 
sottilissimo tubo in vetro di 50µm di diametro ed una lunghezza 
variabile in base alla corsa da effettuare. Tale tubo riempito di 
polimero rappresenta il luogo in cui avviene la separazione dei 
frammenti di DNA in base alle loro dimensioni. Il capillare presenta 
un rivestimento opaco per tutta la sua lunghezza, tranne che nella 
“regione finestra”, cioè nella zona di rilevazione dello strumento, a 
contatto con il raggio laser. Inizialmente il capillare e l’elettrodo sono 
immersi nel tampone di corsa in modo da generare la differenza di 
potenziale, poi vengono a contatto con il primo campione. L’iniezione 
di quest’ultimo all’interno del capillare si verifica per via 
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elettrocinetica, ovvero in seguito al flusso di corrente che si genera 
dal catodo verso l’anodo. Successivamente il catodo e il capillare 
vengono di nuovo immersi nel tampone per generare una nuova 
differenza di potenziale che consenta la migrazione dei frammenti di 
DNA attraverso il polimero. Il sequenziatore è dotato anche di un 
contenitore con acqua deionizzata che serve per lavare il capillare 
quando si trasferisce da un campione all’altro. 
I frammenti di DNA separati giungono quindi, in tempi diversi, nella 
“zona finestra” del capillare dove vengono a contatto con il laser, con 
il conseguente eccitamento del fluorocromo del frammento che 
emette una tipica fluorescenza. Questo raggio viene diretto 
attraverso una serie di lenti ad uno spettrografo che separa le 
lunghezze d’onda e le indirizza ad una camera CCD (Charge-
Coupled-Device) dotata di filtri virtuali diversi a seconda dei 
fluorocromi che devono essere analizzati. Tale camera analizza lo 
spettro di emissione e converte il segnale luminoso in segnale 
digitale che viene memorizzato su un computer (Power Macintosh) 
per il successivo processamento. Il programma usato è ABI PRISM 
DNA Sequencing Analysis Software. In questo modo il nucleotide 
finale di ogni frammento è identificato dal fluorocromo all’estremità 3’ 
ed i frammenti di lunghezza diversa permettono di discriminare 
gradatamente tutti i nucleotidi. Alla fine della corsa la sequenza di 
bande di DNA marcato viene visualizzata in un unico grafico detto 
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elettroferogramma, caratterizzato da una successione di picchi di 4 
colori diversi, che corrispondono alle emissioni fluorescenti dei 
diversi fluorocromi. 
 
7.5. Analisi delle sequenze. 
 
La sequenza consensus per ciascun amplificato ottenuta dal 
confronto tra il filamento senso e quello antisenso, è stata 
confrontata in banca dati al fine di verificare la specificità 
dell’amplificazione (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 
Per l’analisi filogenetica, le sequenze ottenute sono state poi 
allineate con quelle omologhe presenti in banca dati, tramite il 
programma Clustal W, disponibile sul server EBI 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw). Le sequenze ottenute sono state 
inserite in banca dati con i numeri da DQ672590 a DQ672599. Le 
relazioni filogenetiche sono state stimate con il metodo FastMe 
fornito dal programma DAMBE (Data Analisys in Molecular Biology 
and Evolution, versione 4.2.13, Xia 2000). 
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8. Analisi statistica. 
 
L’eterogeneità delle tabelle di contingenza 2x2 per i confronti tra le 
frequenze è stata valutata mediante l’utilizzo del test chi-quadro di 
Pearson. Le differenze tra le medie delle distribuzioni sono state 
valutate mediante il test t di Student a due code. Il valore di p è stato 
ritenuto significativo se inferiore a 0,05. 
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1. Indagini virologiche su tamponi nasali di 
bambini con malattie respiratorie acute. 
 
I tamponi nasali sono stati prelevati nell’arco di sette anni, dal 2000 
al maggio del 2006, in bambini ricoverati per malattie acute delle vie 
respiratorie. La presenza di BoV è stata investigata in 200 tamponi 
nasali, 161 dei quali sono stati esaminati anche per i comuni virus 
respiratori. 
 
1.1. Ricerca dei comuni virus respiratori. 
 
Sono stati ricercati i virus respiratori che più comunemente sono 
responsabili di malattie respiratorie dell’infanzia., I risultati hanno 
mostrato che 89 dei 161 tamponi esaminati (55%) erano positivi per 
la presenza di almeno un virus respiratorio. Come si può osservare 
in Tabella 1 il virus respiratorio sinciziale (VRS) era quello 
maggiormente presente (31%), seguito dal rinovirus (25%), 
metapneumovirus (MPV) (18%) e virus dell’influenza A (4%). Altri 
virus come il citomegalovirus (CMV), gli adenovirus e i virus 
parainfluenzali erano presenti in pochi tamponi (8 tamponi in totale) e 
mostravano percentuali molto basse. Il numero di virus ritrovati 
supera quello dei campioni positivi per la presenza di 17 coinfezioni. 
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Tabella 1. Virus respiratori comuni identificati in 161 tamponi nasali. 
 
VIRUS NUMERO POSITIVI 
PERCENTUALE DI 
POSITIVI 
VRS 50 31 % 
Rinovirus 25 15 % 
MPV 18 11 % 
Influenza A 6 4 % 
CMV 4 2,5% 
Parainfluenza 1-3 3 2% 
Adenovirus 1 0,6% 
 
 
Dei 161 campioni esaminati, 30 erano stati prelevati tra il 2000 e il 
2002, 40 nel 2003, 35 nel 2004, 28 nel 2005 e i rimanenti nei primi 5 
mesi del 2006. 
Le percentuali di distribuzione dei diversi virus negli anni dello studio 
sono mostrati in Fig. 1 e 2.  
 
 
 93
Rii sull tt att ii   
0
10
20
30
40
50
60
%
 
d
i
 
p
o
s
i
t
i
v
i
2000-02 2003 2004 2005 2006
Anni
  
Fig. 1. Distribuzione dell’infezione da VRS durante gli anni dello  
           studio. 
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Come si evince dalla Fig. 1, la presenza del VRS era massima nel 
2004 (51%), mostrava il valore più basso (15%) nel 2003 e oscillava 
tra il 28% e il 32% negli altri anni. Proprio nel 2003, anno del minimo 
di casi di VRS, si è avuto il massimo riscontro di infezione provocata 
da altri virus respiratori, che complessivamente sono stati rinvenuti 
nel 78% dei tamponi positivi (Figura 2). Percentuali simili a quelle del 
2003 si sono avute nel periodo 2000-2002. Nel periodo compreso tra 
il 2004 e il 2006, la percentuale di positivi per i comuni virus 
respiratori, escluso il VRS, è apparsa assai più bassa con un valore 
medio di circa il 7% e con un minimo del 4% osservato nell’anno 
2005. 
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Fig. 2. Distribuzione dell’infezione da virus respiratori comuni, 
           escluso il VRS, negli anni dello studio. 
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Poiché i prelievi erano stati eseguiti mensilmente nel corso dell’anno, 
è stato possibile valutare anche l’andamento stagionale delle 
infezioni dai diversi virus. Rifacendomi allo stesso criterio adottato in 
precedenza, anche in questo caso, per una convenienza legata alla 
numerosità dei campioni positivi, la distribuzione stagionale del VRS 
è mostrata separatamente da quella degli altri virus che invece sono 
stati considerati assieme. 
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 Fig. 3. Distribuzione mensile dell’infezione da VRS e da altri virus 
           respiratori. 
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Come dimostrato in Fig. 3, l’infezione da VRS è risultata più 
frequente nei mesi invernali con un picco in febbraio e un minimo nel 
periodo estivo. Al contrario l’infezione da altri virus è apparsa più 
uniformemente distribuita nel corso dell’anno. 
 
1.2. Ricerca di BoV. 
 
Tutti i 200 campioni raccolti nei sei anni dello studio sono stati 
esaminati per la presenza di BoV. Come mostrato in Figura 4, BoV è 
stato individuato in campioni prelevati dal 2003 al 2006 ma non in 
quelli ottenuti dal 2000 al 2002. In totale il virus è stato isolato in 9 
tamponi provenienti da 9 diversi bambini corrispondenti al 4,5% del 
totale. La percentuale di positività per BoV è risultata molto simile nei 
diversi anni con un picco dell’8% nel 2005 e un minimo del 3% nel 
2006, anche se questo dato è parziale, in quanto la raccolta dei 
campioni nel 2006 è stata limitata ai primi cinque mesi dell’anno. 
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 Fig. 4 Distribuzione annuale dell’infezione da BoV. 
 
Nota: sulla base delle colonne dell’istogramma è riportato il numero  
          di tamponi i positivi per BoV in ogni singolo anno. 
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1.3. Valutazione della stagionalità di BoV. 
 
Mentre la maggior parte dei virus respiratori mostra un andamento 
stagionale, in genere con un picco di incidenza durante i mesi 
invernali, la stagionalità di BoV non è ancora conosciuta. E’ stato 
quindi esaminato se e come la percentuale di campioni positivi per 
BoV variasse durante i mesi dell’anno. Come si può vedere dal 
grafico in Fig.6, non è stata rilevata nessuna variazione tale da 
individuare un periodo di maggiore incidenza del virus. E’ dunque 
ragionevolmente possibile escludere che BoV abbia un andamento 
stagionale e si può ritenere che esso possa circolare sia in estate sia 
in inverno. 
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F ig. 6. Stagionalità dell’infezione da BoV.  
 
Nota: sulla base delle colonne dell’istogramma è indicato il numero di  
          tamponi risultati positivi per BoV nei diversi mesi. 
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Da notare che, mentre la percentuale rimane pressoché costante, il 
numero di campioni positivi risulta leggermente superiore durante i 
mesi invernali (6 campioni positivi rispetto a 3 nel periodo estivo). Ciò 
potrebbe essere semplicemente dovuto al maggior numero di 
campioni esaminati in questo periodo, 107 contro i 12 tamponi nasali 
analizzati in estate. Tuttavia, proprio lo scarso numero di campioni 
studiati al di fuori del periodo tipico delle infezioni delle vie aeree, 
impone una certa cautela nell’escludere in modo assoluto che il virus 
circoli con maggiore facilità in autunno-inverno. 
 
1.4. Coinfezioni da virus respiratori comuni nei 
soggetti BoV positivi. 
 
Dallo studio dei 200 tamponi nasali è quindi emerso che il 4% circa 
dei campioni era positivo per BoV , il 31% per VRS e il 35% per altri 
virus respiratori. E’ stato quindi verificato se i tamponi BoV positivi 
risultassero contemporaneamente infettati anche da altri virus 
respiratori.  
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Tabella 3. Tipo di coinfezione nei tamponi nasali BoV positivi 
 
 VIRUS COINFETTANTE 
Paziente Influenza A MPV VRS Rinovirus 
BA   √  
CA √ √   
TS   √ √ 
EM   √  
 
 
Quattro dei 9 tamponi BoV positivi risultavano positivi anche per un 
altro virus respiratorio. Come mostrato in Tabella 3, tre di questi 4 
tamponi mostravano coinfezione da VRS, a conferma dell’elevata 
diffusione di questo virus nei campioni dello studio. Da notare che 2 
dei 4 tamponi risultavano positivi per due diversi virus respiratori: 
influenza A e MPV in un caso, VRS e rinovirus nell’altro. Questa 
condizione di infezione multipla non sembrava tuttavia incidere in 
modo particolare sulla gravità della patologia del bambino. 
Risulta assai interessante che 5 campioni su 9 positivi al BoV 
risultavano infettati soltanto da questo virus, che dunque appariva 
come l’unico probabile responsabile della patologia osservata. 
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1.5. Correlazione tra diagnosi clinica e presenza di 
BoV. 
 
La maggior parte dei bambini dello studio era stata ricoverata con 
una diagnosi di broncopolmonite o di severa bronchiolite, gli altri 
mostravano una sintomatologia più lieve, con interessamento delle 
sole vie aeree superiori (Tabella 4). 
 
 
Tabella 4. Diagnosi clinica dei bambini dello studio. 
 
DIAGNOSI CLINICA NUMERO DI PAZIENTI 
Laringite 6 
Bronchite 15 
Bronchiolite 59 
Broncopolmonite 120 
Tot. 200 
 
 
I bambini risultati BoV positivi erano stati ricoverati con una diagnosi 
di bronchiolite (5 soggetti) o di broncopolmonite (4 soggetti), e quindi 
mostravano gravi patologie respiratorie. Come già detto in 
precedenza, 4 di questi bambini risultavano positivi per più virus 
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respiratori: di questi, 3 bambini avevano una diagnosi di bronchiolite 
e 1 di broncopolmonite. 
I soggetti che avevano BoV come unico virus infettante mostravano 
broncopolmonite in 3 casi e bronchiolite in 2 casi suggerendo che 
questo virus possa essere responsabile di malattie respiratorie più 
gravi. A conferma della severità della patologia respiratoria 
osservata, tutti i soggetti BoV positivi, indipendentemente dalla 
presenza o meno di altri virus coinfettanti, hanno mostrato all’esame 
radiologico un quadro di infiltrazione interstiziale localizzata, nella 
maggior parte dei casi, a livello di entrambi i polmoni, e più 
raramente in uno solo. 
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Tabella 5. Diagnosi clinica nei pazienti BoV positivi 
 
 
PAZIENTE 
 
ETA’ 
(mesi) 
 
SESSO 
 
DIAGNOSI 
INFILTRAZIONE 
POLMONARE 
BA * 8 M Bronchiolite Monolaterale 
CA * 38 F Broncopolmonite Bilaterale 
EM * 3 F Bronchiolite Bilaterale 
FN 36 M Broncopolmonite Bilaterale 
FL 18 M Bronchiolite Bilaterale 
GLF 6 M Broncopolmonite Bilaterale 
HC 18 F Broncopolmonite Bilaterale 
TA 14 F Bronchiolite Monolaterale 
TS * 6 F Bronchiolite Monolaterale 
 
 
( * ) indica i pazienti in cui è stata rilevata una coinfezione. 
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1.6. Studio dei parametri clinici e di laboratorio nei 
bambini BoV positivi. 
 
Parametri clinici e di laboratorio sono stati ottenuti da tutti i soggetti 
risultati BoV positivi e, per confronto, da un cospicuo numero di 
bambini negativi per il virus, tutti ricoverati per malattie respiratorie 
acute.  
I parametri clinici confrontati sono riportati in Tabella 6. Come si 
evince dall’analisi della tabella, i valori medi riscontrati per ciascuno 
dei parametri sono risultati comparabili fra i soggetti BoV positivi e 
negativi, non essendo dimostrabile alcuna differenza statisticamente 
significativa. 
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Tabella 6. Confronto dei parametri clinici fra soggetti BoV positivi e  
                 negativi. 
 
BoV POSITIVI BoV NEGATIVI 
PARAMETRI 
CLINICI Media ± d.s. Numero Media ± d.s. Numero 
Durata dei 
sintomi 
(giorni) 
8,2 ± 4,9 9 6,2 ± 5,5 51 
Giorni in 
ospedale 7,4 ± 2,1 9 5,8 ± 3,2 50 
Saturazione 
O2 (%) 
95 ± 2 9 92 ± 5 33 
Frequenza 
respiratoria 
(respiri/min) 
55 ± 11 9 52 ± 14 52 
d.s. = deviazione standard 
 
Nessuna differenza apprezzabile è stata osservata anche per molti 
dei parametri biochimici considerati. In particolare non sono emerse 
differenze significative fra soggetti con o senza infezione da BoV nel 
numero medio di leucociti circolanti, nella percentuale dei linfociti 
totali e delle diverse sottopopolazioni linfocitarie e nella 
concentrazione degli eosinofili (Tabella 7). 
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Tabella 7. Confronto dei parametri cellulari fra soggetti BoV positivi 
                 e negativi. 
BoV POSITIVI BoV NEGATIVI 
TIPO DI CELLULA 
Media ± d.s. Numero Media ± d.s. Numero 
Leucociti (cell/µl) 13027 ± 5325 9 12452 ± 5405 82 
Linfociti totali (%) 41,6 ± 21,0 9 41,8 ± 16,7 70 
Linfociti CD3 (%) 41,6 ± 11,9 9 54,5 ± 11,0 77 
Linfociti CD4 (%) 30,3 ± 9,4 9 33,6 ± 10,3 77 
Linfociti CD19 (%) 35,1 ± 9,8 9 27,3 ± 12,2 77 
Linfociti CD25 (%) 4,9 ± 2,8 9 3,5 ± 2,9 77 
Eosinofili (%) 0,3 ± 0,4 9 0,6 ± 1,5 82 
 
d.s. = deviazione standard 
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L’analisi di altri parametri biochimici ha mostrato invece interessanti 
differenze. In particolare, come mostrato in Tabella 8, i livelli della 
proteina cationica eosinofilica (ECP) nel plasma sono risultati più 
elevati nei pazienti BoV positivi  rispetto a quelli BoV negativi con 
una significatività statistica pari a p=0,017 (test t di student). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 111
Rii sull tt att ii   
Tabella 8. Confronto dei parametri biochimici nei soggetti BoV 
                 positivi e negativi. 
 
BoV POSITIVI BoV NEGATIVI PARAMETRI 
BIOCHIMICI 
Media ± d.s. Numero  Media ± d.s. Numero  
IgA (mg/dl) 42,1 ± 1,8 9 41,2 ± 2,8 41 
IgE (UI/ml) 14,6 ± 7,1 8 27,6 ± 4,5 52 
IgG (mg/dl) 559,1 ± 1,6 9 628,6 ± 1,5 41 
IgM (mg/dl) 108,4 ± 1,3 9 87,1 ± 1,7 41 
ECP  
(ng/ml di siero) 
24,3 ± 2,3 * 9 10,6 ± 2,6 82 
 
d.s. = deviazione standard 
 
* valore significativamente differente da quello osservato nei soggetti  
BoV negativi (p=0,017 con il test t di Student). 
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2. Ricerca di BoV in tamponi consecutivi e in 
altri campioni biologici. 
 
Per alcuni soggetti dello studio, risultati BoV positivi, è stato possibile 
esaminare altri tamponi nasali raccolti a distanza di tempo dal primo 
prelievo e valutare la presenza del virus in altri campioni biologici 
(plasma e feci) che sono stati prelevati contemporaneamente ai 
tamponi nasali. 
Due di questi soggetti, FN e HC, non mostravano viremia da BoV al 
momento in cui il loro tampone nasale era positivo e nei successivi 
prelievi ottenuti dopo circa 15 giorni in un caso e dopo 9 mesi 
nell’altro. Nel paziente HC inoltre, l’infezione da BoV appariva risolta 
essendo il virus assente, oltre che dal plasma, anche dal tampone 
nasale (Tabella 9).  
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Tabella 9. Andamento dell’infezione da BoV in due pazienti seguiti 
                 nel tempo. 
 
 
PRESENZA DI BoV  
 
 
DATA DEL PRELIEVO 
 
 
FLUIDO NASALE 
 
 
 
PLASMA 
 
 
Paziente FN 
  
 
26 settembre 2005 + - 
 
11 ottobre 2005 N.D. - 
 
Pazientet HC   
 
24 dicembre 2004 + - 
 
22 settembre 2005 - - 
 
N.D. = non determinato 
 
Di rilevanza assai maggiore è stato lo studio effettuato su un altro 
paziente, GLF, un bambino maschio di 6 mesi. Nella primavera del 
2006, GLF ha sviluppato un quadro di severa broncopolmonite 
associato ad un interessamento gastro-intestinale con diarrea. 
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Al primo campionamento la ricerca di BoV è risultata positiva, oltre 
che nelle secrezioni nasali, anche nelle feci e nel sangue. Dato che il 
bambino è sottoposto a periodiche visite di controllo, ho potuto 
seguire l’evoluzione nel tempo dell’infezione da BoV in diversi 
distretti corporei di GLF. 
. 
Tabella 10. Presenza di BoV nei campioni di GLF prelevati a  
                  distanza nel tempo. 
 
PRESENZA DI BoV 
GIORNO 
SECREZIONI 
NASALI FECI URINE PLASMA 
0 + + N.D. + 
20 + - - N.D. 
28 - - - N.D. 
35 + - - N.D. 
 
N.D. = non determinato 
 115
Rii sull tt att ii   
Come mostrato in Tabella 9, diversi prelievi sono stati ottenuti fino ad 
oltre un mese dal primo riscontro di infezione da BoV. Dopo questo 
periodo di tempo, il virus risultava ancora presente nelle secrezioni 
nasali ma non nelle feci e nelle urine prelevate 
contemporaneamente. 
La presenza del virus nel sangue non è stata valutata alle date 
successive al primo campionamento per la difficoltà del prelievo in un 
bambino di così piccola età. 
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3. Ricerca di BoV in bambini sani di controllo. 
 
La presenza di BoV è stata valutata anche in un gruppo di soggetti 
sani. 
Il campionamento è avvenuto in un arco di tempo più ristretto rispetto 
a quello dei soggetti affetti da patologie respiratorie e comprendeva 
le secrezioni nasali di 30 neonati prelevate nel 2001 e quelle di 21 
bambini (circa 13 anni di età media) raccolte nel 2003. 
 
Tabella 11.  Presenza di BoV nei soggetti sani. 
 
GRUPPO 
 
NUMERO 
SOGGETTI 
ESAMINATI 
 
ETA’ 
(media± d.s.) 
M/F N° (%) POSITIVI 
Neonati 30 0,5 ± 0,3 20/10 0 (0) 
Adolescenti o 
pre-
adolescenti 
21 12,8 ± 0,6 15/6 0 (0) 
Tot 51 7,9 ± 6,0 26 / 25 0 (0) 
 
d.s. = deviazione standard 
 
Come riassunto in Tabella 11, tutti i soggetti sani sono risultati 
negativi per la presenza di BoV. 
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4. Ricerca di BoV in soggetti adulti affetti da 
patologie respiratorie. 
 
Sono stati raccolti 84 campioni respiratori prelevati da soggetti adulti 
tra il 2003 e il 2005. La maggior parte di questi campioni era 
costituita da broncolavaggi alveolari (BAL) di pazienti affetti da 
polmonite o broncopolmonite, i restanti campioni erano tamponi 
nasali provenienti da soggetti asmatici (Tabella 12). 
 
Tabella 12. Tipologia dei prelievi nei soggetti adulti. 
 
TIPO DI PRELIEVO NUMERO CAMPIONI 
BAL 62 
TAMPONI NASALI 22 
Tot. 84 
 
 
Tra tutti i campioni dei soggetti adulti esaminati, solamente uno è 
risultato positivo per BoV (Tabella 13). Si trattava di un BAL 
prelevato da una donna di 31 anni che aveva sviluppato una 
broncopolmonite con infiltrazione polmonare bilaterale. 
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Come già per i bambini risultati positivi per BoV, anche in questo 
caso è stata ricercata la presenza di altri agenti patogeni nel BAL in 
esame. Il campione è risultato positivo sia per il citomegalovirus sia 
per Pseudomonas aeruginosa, agenti coinvolti nell’insorgenza di 
patologie respiratorie. 
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Tabella 13. Presenza di BoV nei soggetti adulti. 
 
 
 
GRUPPO 
 
SOGGETTI 
ESAMINATI 
 
ETA’ 
(media ± d.s.) 
M/F N° (%) POSITIVI 
 
Adulti con patologie 
respiratorie 
 
62 
 
48 ± 20 
 
48 / 36 
 
1 (1,2) 
Adulti con asma 22 48 ± 20 12/10 0 (0) 
 
 
d.s. = deviazione standard 
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5. Analisi genetica degli isolati di BoV. 
 
Tutti gli amplificati risultati positivi sono stati sequenziati per 
confermare la presenza di BoV. 
Le sequenze ottenute risultavano identiche tra di loro e con un alto 
grado di omologia con quelle degli isolati disponibili in letteratura 
(Fig. 6). 
Questo fatto, oltre a stabilire in modo inequivocabile che si trattava di 
BoV, fornisce anche un’ulteriore conferma dell’elevata stabilità del 
virus. Infatti, come già descritto, BoV risulta essere un virus 
altamente conservato. Nei 10 isolati italiani non è stata trovata 
nessuna differenza nella sequenza nucleotidica, come del resto 
nessuna differenza è stata trovata tra gli isolati rinvenuti nelle 
secrezioni nasali, nel plasma e nelle feci del bambino GLF. 
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Fig. 7 Analisi filogenetica degli isolati di BoV ottenuti nello studio.  
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Le infezioni delle vie respiratorie sono una delle principali cause di 
malattia e di ospedalizzazione nei bambini. La maggior parte di 
queste infezioni è dovuta ad un agente patogeno virale ( Sloots et al., 
2006; Arnold et al., 2006). Il virus dell’influenza A e B, della 
parainfluenza 1, 2 e 3, il VRS, i rinovirus, gli adenovirus e i 
coronavirus sono complessivamente considerati “virus respiratori 
classici” (Choi et al., 2006). Negli ultimi anni gli studi sulle patologie 
respiratorie non provocate da nessuno dei sopracitati virus (Foulogne 
et al., 2006), insieme allo sviluppo di tecniche molecolari sempre più 
innovative, hanno portato alla scoperta di nuovi agenti virali in 
soggetti affetti da patologie respiratorie ad eziologia sconosciuta. 
Questi virus “nuovi” includono il metapneumovirus (isolato in coltura 
e caratterizzato molecolarmente nel 2001) (van den Hoogen et al., 
2001), gli anellovirus (TTV, TTMV e SAV) (Nishizawa et al., 1997), 
vari tipi di coronavirus (SARS, NL63, HKU1) (van der Hoek et al., 
2004; Sloots et al., 2006;), e da ultimo il BoV (Allander et al., 2005). 
La presenza nelle vie respiratorie di soggetti affetti da vari tipi di 
patologie respiratorie di BoV è già stata riportata da diversi gruppi di 
lavoro che hanno studiato questo fenomeno in diverse aree 
geografiche. L’insieme di questi lavori costituisce la prova che BoV 
circola provocando infezioni su scala globale e, sebbene non sia 
ancora stabilito con certezza quale sia il suo impatto clinico sulla 
salute, è necessario monitorare la sua diffusione. In questo studio di 
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tesi è stata valutata la presenza dell’infezione da BoV in bambini e 
soggetti adulti della nostra area geografica ed affetti da malattie 
respiratorie acute e croniche. Tra i 200 tamponi nasali raccolti 
durante i sette anni dello studio, 9 sono stati trovati BoV positivi 
rivelando una presenza del virus pari al 4,5%. Tale percentuale di 
positività è simile a quella ritrovata in studi precedenti dove oscilla tra 
un minimo dell’1,5% a un massimo del 18%, con una media totale 
del 5,7% (Tabella 1.). 
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Tabella 1. Percentuali di casi positivi per BoV riportate negli studi 
                 finora pubblicati. 
PERCENTUALE 
DI POSITIVI 
AREA 
GEOGRAFICA 
DURATA E PERIODO 
DELLO STUDIO 
NUMERO 
CAMPIONI 
ESAMINATI 
AUTORE 
1,5% Canada (Saskatchewan) Gen. 2003 – Dic. 2004 1209 
Bastien, 
2006 
3,1% Svezia  (Stoccolma) Nov. 2003 – Ott. 2004 540 
Allander, 
2005 
3,4% Francia (Montpellier) Nov. 2003 – Gen. 2004 262 
Foulongne, 
2006 
4,5% Italia (Pisa) Gen. 2000 – Mag. 2006 335  
4,5% Tailandia (Sa Kaeo) Set. 2004 – Ago. 2005 1178 Lu, 2006 
5,6% Australia (Queensland) Mag. – Ago. 2004 324 
Sloots, 
2005 
5,6% California (San Diego) Gen. 2004 – Nov. 2005 1474 
Arnold, 
2006 
5,7% Giappone (Sapporo) 
Ott. 2002 – Set. 2003 
Gen. 2005 – Lug. 2005 318 Ma, 2006 
10,3% Germania  (Nord Bavaria) Gen. 2002 – Set. 2005 835 
Weissbrich, 
2006 
11% Sud Africa (Città del Capo) 2004 341 
Smuts, 
2006 
11,3% Corea del Sud (Seoul) Set. 2000 – Ago. 2005 515 Choi, 2006 
18,3% Giordania (Amman) Dic. 2003 – Mag. 2004 312 
Kaplan, 
2006 
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Inoltre 5 dei 9 bambini BoV positivi non avevano nessun’ altra 
infezione in corso che potesse essere responsabile del loro quadro 
clinico. Anche la percentuale di singola infezione da BoV è simile a 
quella trovata in Svezia, Australia e Francia (circa 2,5%) mentre 
risulta appena più elevata negli studi svolti in Germania (4%) e in 
Corea (6%), in cui d’altra parte anche la presenza totale di BoV è 
risultata più elevata. 
Il presente lavoro amplia i risultati finora ottenuti da altri, in quanto in 
esso è stato esaminato per la prima volta, oltre al gruppo di pazienti 
con malattie respiratorie, anche un gruppo di soggetti sani di 
controllo. Nessuno dei 51 tamponi nasali prelevati da neonati e 
bambini sani che vivevano nella stessa area geografica dei soggetti 
malati è risultato positivo al test per la ricerca di BoV. Questo dato 
conferma che BoV non è un virus normalmente presente nelle vie 
respiratorie in assenza di manifestazioni cliniche. Tuttavia, solo 21 di 
questi tamponi nasali sono stati raccolti nello stesso periodo in cui 
sono stati ritrovati dei campioni positivi per BoV tra quelli ottenuti da 
neonati malati. Gli altri 30 tamponi nasali di controllo sono stati 
prelevati da neonati nel 2001, proprio nel mezzo di un periodo di tre 
anni durante il quale non è stato rinvenuto nessun tampone BoV 
positivo tra quelli provenienti dai neonati malati. Questo fatto 
potrebbe essere dovuto a una temporanea scarsa circolazione del 
virus nell’area in esame e, se questa ipotesi fosse vera, il mancato 
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riscontro di positività nei neonati sani avrebbe quindi una scarsa 
significatività. I 21 tamponi nasali più attendibili per quanto riguarda i 
tempi del campionamento, oltre ad essere un numero esiguo, 
corrispondono a bambini di età media pari a 12 anni, quindi 
decisamente superiore all’età degli altri bambini dello studio, i quali 
avevano tutti un’età inferiore ai 2 anni. Per questi motivi non è ancora 
possibile escludere del tutto che BoV possa essere presente nel 
tratto respiratorio della popolazione senza indurre patologia. 
Molti virus respiratori mostrano una diversa distribuzione stagionale 
generalmente con picchi di incidenza in inverno. Anche il parvovirus 
B19, finora unico parvovirus patogeno per l’uomo, mostra un 
andamento stagionale (Bastien et al., 2006). Infatti le malattie 
respiratorie hanno una maggiore incidenza nel periodo autunno-
invernale e durante questo periodo, la maggior parte di esse rimane 
priva di una specifica diagnosi eziologica (Sloots et al., 2006). 
Questo fatto può spiegare perché alcuni studi abbiano deciso di 
ricercare la presenza di BoV e di altri virus respiratori solo durante il 
periodo invernale. La maggior parte degli studi comunque, ha 
effettuato il campionamento durante tutte le stagioni per uno o due 
anni. I dati a nostra disposizione collimano con quelli ottenuti dagli 
altri studi (Bastien et al., 2006; Weissbrich et al., 2006), in cui 
campioni BoV positivi sono stati ritrovati durante tutto l’anno, senza 
apprezzabili differenze tra le frequenze mensili. Solo due studi hanno 
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proposto BoV come principale responsabile delle infezioni 
respiratorie che avvengono nel periodo primaverile o estivo (Choi et 
al., 2006; Arnold et al., 2006). Bisogna considerare che questa 
differenza può dipendere dalle diverse modalità del campionamento 
e soprattutto dalla metodica utilizzata per l’individuazione del virus. 
In accordo con la maggior parte degli studi precedenti comunque, 
anche dal presente lavoro non è emersa una differenza significativa 
nelle percentuali di casi positivi ottenute durante gli anni 2003-2006. 
Questo dato si accorda perfettamente con quelli ottenuti da 
Weissbrich e collaboratori in Germania (2006) e da Choi et al. in 
Corea (2006) durante studi di 4 o 5 anni che, al contrario di altri, 
sono paragonabili al nostro per durata. Tuttavia il mancato 
ritrovamento di BoV durante il periodo 2000-2002 potrebbe 
significare che la prevalenza del virus può variare, anche se 
lentamente, durante il corso degli anni. 
Dopo la scoperta di BoV, il primo studio retrospettivo che ne 
indagava la presenza in campioni provenienti da bambini 
ospedalizzati aveva mostrato, non solo una sua presenza del 3,1%, 
ma anche che esso si ritrovava più spesso in campioni che 
risultavano negativi per altri virus respiratori (Sloots et al., 2006). Ciò 
ha contribuito a formulare l’ipotesi di una relazione causale tra 
infezione da BoV e sviluppo di una patologia respiratoria acuta. 
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Anche nel presente lavoro l’infezione da BoV risulta associata a gravi 
forme di malattie respiratorie in particolare a bronchioliti e 
broncopolmoniti. Sebbene non sia possibile definire un unico quadro 
clinico strettamente associato all’infezione da BoV, dagli studi finora 
condotti emergono interessanti considerazioni: la maggior parte dei 
soggetti con infezione da BoV sono bambini ricoverati di età inferiore 
ai 5 anni (Bastien et al., 2006), la diagnosi di polmonite è la più 
frequente (Weissbrich et al., 2006.), la presenza del virus può dare 
sintomi simili alla pertosse (Arnold et al., 2006.). Tutto questo 
conferma l’ipotesi precedente che indicava BoV come un virus 
associato a forme più severe di patologie respiratorie. Come VRS, 
MPV e vari coronavirus, BoV potrebbe inoltre provocare malattie più 
gravi nei neonati e nei bambini, rispetto agli adulti. 
Sebbene, dato il numero esiguo di soggetti studiati, i dati non siano 
conclusivi per correlare la presenza di BoV con la malattia, valutando 
diversi parametri clinici e di laboratorio nei soggetti malati è emerso 
da questo studio di tesi un dato interessante. E’ stato infatti 
osservato che i pazienti BoV positivi avevano livelli medi di ECP più 
alti rispetto ai pazienti senza infezione. Dato che l’ECP è un 
marcatore tipico dell’infiammazione delle vie respiratorie, è lecito 
ritenere che questo aumento possa essere indotto dalla presenza di 
BoV. L’infezione da BoV potrebbe quindi determinare l’insorgenza di 
un processo infiammatorio alla base di diverse sintomatologie 
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probabilmente legate al sito specifico dell’infezione oppure a fattori 
dell’ospite (come stato immunitario ecc.). Mentre questo percorso 
patogenetico rimane ancora un’ipotesi, risulta certo che i bambini più 
piccoli e i neonati sono più suscettibili all’infezione da BoV (forse 
perché i loro tessuti in più attiva proliferazione sono un substrato 
migliore per le necessità replicative del virus) e che, tra i soggetti 
positivi al virus, la maggior parte dei malati che necessitano 
ospedalizzazione sono proprio i bambini più piccoli. 
In uno studio californiano (Arnold et al 2006) è stato evidenziato che 
il 16% dei pazienti con BoV nelle vie respiratorie manifestava diarrea 
con o senza sintomi respiratori, ma non è stato possibile estendere la 
ricerca del virus nelle feci. Considerando che il parvovirus del bovino 
e il parvovirus del cane (membri del genere Bocavirus e strettamente 
correlati a BoV) provocano principalmente gastroenteriti negli animali 
e solo secondariamente sintomi respiratori o aborti, mi è sembrato 
interessante ricercare la presenza di BoV in altri campioni oltre ai 
tamponi nasali e in particolare nelle feci. 
La dimostrazione della presenza del DNA di BoV anche nel plasma e 
nelle feci di un bambino che ospitava il virus nelle vie aeree superiori 
ha fornito un’ulteriore importante indicazione sulla biologia di questo 
nuovo virus. Esso infatti, come altri virus respiratori quali il VRS e il 
MPV, potrebbe non rimanere confinato nelle vie respiratorie, ma 
diffondersi in maniera sistemica attraverso il sangue ed essere poi 
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eliminato con le feci. E’ interessante notare che il bambino in 
questione mostrava segni di gastroenterite con diarrea, nonostante la 
ricerca dei principali agenti virali responsabili di gastroenteriti 
nell’infanzia risultasse negativa. Va inoltre ricordato che i parvovirus 
sono capaci di provocare infezioni sistemiche replicandosi in cellule 
che proliferano come quelle dell’epitelio respiratorio o intestinale o 
nelle cellule ematopoietiche o della placenta (Sloots et al., 2006).  
Nel primo lavoro, quello relativo alla sua scoperta, BoV non fu trovato 
in nessun soggetto di età superiore ai 5 anni, ma successivamente 
altri studi hanno dimostrato la presenza del virus anche in soggetti 
adulti. 
Lo studio di 84 campioni respiratori ottenuti da soggetti adulti 
ricoverati presso vari reparti dell’AOUP ha confermato la relativa 
bassa frequenza di BoV negli adulti. Solo un BAL è risultato positivo 
per il virus. Il BAL proveniva da un paziente affetto da 
broncopolmonite che risultava positivo anche per altri patogeni 
spesso associati all’insorgenza di questa malattia.  
In conclusione si può affermare con certezza che BoV è 
relativamente prevalente in età pediatrica dove è spesso associato a 
gravi patologie respiratorie. E’ molto probabile che il virus sia poco 
diffuso nelle età più avanzate della vita ma la sua reale prevalenza e 
il suo significato clinico in questa fascia d’età è ancora tutto da 
dimostrare. 
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? 
? 
? 
? 
? 
? 
L’infezione da BoV è presente nella nostra area geografica 
con una frequenza del 3,5%. 
 
La frequenza dell’infezione risulta essere più elevata nei 
bambini con malattie respiratorie (4,5%) rispetto ai pazienti 
adulti (1,2%). 
 
Il virus non mostra stagionalità. 
 
Le coinfezioni con altri virus respiratori sono molto frequenti 
ma in concomitanza con patologie gravi spesso BoV è 
risultato l’unico agente infettante presente. 
 
BoV è stato ritrovato anche nelle feci e nel plasma, quindi non 
rimane confinato nel tratto respiratorio. 
 
L’infezione da BoV non è stata riscontrata in soggetti sani.  
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